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OZET

SU URUNLERI YETISTIRICILIGINDE
PROBI}(OTiK OLARAK KULLANILABILECEK
BACILLUS TURLERININ BELIRLENMESI

DEMIRHAN, Sezen

Yiiksek Lisans Tezi, Biyomiihendislik Anabilim Dali
Tez Danigmant: Prof. Dr. Rengin ELTEM

Mayis, 2022, 123 sayfa

Calismamizda Oncelikle probiyotik o6zellikleri belirlenecek Bacillus
izolatlarmin V. anguillarum, A. hydrophila, L. garvieae, Y. ruckeri gibi balik
patojeni test bakterilerine karsi antibakteriyel aktiviteleri karsit ¢izgi ve agar
kuyucuk diflizyon yontemleri kullanilarak belirlenmistir. Daha sonra
antibakteriyel aktiviteye sahip oldugu belirlenen 75 izolatin agar disk diflizyon
yontemi ile 9 farkli antibiyotige karsi antibiyotik direngleri taranmistir. Bu
antibiyotiklere duyarli oldugu belirlenen 55 adet izolatin mide sivist (pH 2,5)
tolerans1 incelenerek 13 adet izolatin mide sivisina karsi toleransi saptanmis ve bu
izolatlarin asidik pH ’larda optimum biiylime 06zelligi, ylizey hidrofobiklikligi,
safra toleransi ve proteaz, amilaz, lipaz ve seliilaz aktiviteleri, hemolitik
aktiviteleri, koagiilaz aktiviteleri, bakteriyel tutunma yetenekleri ve biyofilm

tiretebilme 6zellikleri belirlenmistir.

Sonu¢ olarak incelenen izolatlar arasinda en 1iyi probiyotik ozellikleri
gosteren Bacillus spp. O-4-68 secilerek yiiksek miktarda biyokiitle iiretimi igin
laboratuvar  6lgeginde  istatistiksel deney  tasarimi  (Yamit = Yiizeyi
Yontemi/Response Surface Methodology, RSM) ile iiretim optimizasyonu
yapilmistir. Denemeler sonucunda yiiksek biyokiitle iiretiminin saglandig:

ekonomik bir tiretim ortami igerigi belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Bacillus spp., Antibakteriyel, Probiyotik, Su Uriinleri Yetistiriciligi.
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ABSTRACT

DETERMINATION OF BACILLUS SPECIES WHICH CAN BE
USED AS PROBIOTIC IN AQUACULTURE

DEMIRHAN, Sezen

MSc in Bioengineering Department
Supervisor: Prof. Dr. Rengin ELTEM
May 2022, 123 pages

In our study, the antibacterial activities of Bacillus isolates, whose probiotic
properties will be determined, against test bacteria that are fish pathogens such
as V. anguillarum, A. hydrophila, L. garvieae, Y. ruckeri were determined by
using cross-line method and agar well diffusion methods. Then, antibiotic
resistances of 75 isolates determined to have antibacterial activity were screened
against 9 different antibiotics by the agar disc diffusion method. Gastric juice (pH
2.5) tolerance of 55 isolates determined to be sensitive to antibiotics was
examined and the tolerance of 13 isolates to gastric juice was determined.
Optimum growth characteristics at acidic pH, surface hydrophobicity, bile
tolerance and protease, amylase, lipase, and cellulase activities, hemolytic
activities, coagulase activities, bacterial adhesion abilities, and biofilm production

properties of these isolates were determined.

As a result, Bacillus sp. O-4-68, with the best probiotic properties was
selected from the examined isolates and production optimization was caried out
with laboratory scale statistical experiment design (Response Surface
Methodology, RSM) for high amount of biomass production. As a result of the
trials, an economical production environment content with high biomass

production was determined.

Keywords: Bacillus spp., Antibacterial, Probiotic, Aquaculture.



ONSOZ

Bu c¢alismada, su driinleri yetistiriciliginde  probiyotik  olarak
kullanilabilecek Bacillus izolatlar1 incelenmistir. Konunun segiminde 06zgiin,
sanayiye yonelik, siirdiiriilebilir olmasi, ¢evreye fayda saglamasi ve bir sonraki
calismalar i¢in yol gosterici nitelikte olmasi goz Oniinde bulundurulmustur.
Calisma sonuglari ileride konuyla ilgilenecek olan arastirmacilar i¢in yol gosterici
niteligindedir. Laboratuvar 6l¢ekli yapilan bu calismanin bundan sonra pilot
Olgekli uygulamalarinin  optimize edilmesiyle balik probiyotigi olarak
kullanilabilecek yerli bir {iriin elde edilme potansiyeli bulunmaktadir. Boylelikle
iilkemizde su irlinleri sektoriinii biiyiik bir katki saglanabilecegi iimit
edilmektedir. Bu calismada esnasinda kullandigim farkli metotlar ve bakteri
izolatlar1 ileriye doniik olarak benim i¢in 6nemli katkilar saglayabilecek giizel bir
deneyim olmustur. Bu tez ¢alismasinin hazirlanmasi sirasinda ilgi ve bilgisini

esirgemeyen danismanim Prof. Dr. Rengin ELTEM ’e tesekkiirii borg bilirim.

[ZMIR
12/05/2022 Sezen DEMIRHAN
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1. GIRIS

Ug tarafi denizlerle gevrili, bir yarimada iilkesi olarak bilinen iilkemizde de
tiim diinyadaki gibi su {iriinleri yetistiriciligine verilen 6nem gectigimiz ¢eyrek
ylzyil oncesinde ¢ok fazla degildi. Giinlimiizde bu alanda yapilan caligmalar
giderek onem kazanmaktadir. Ancak su iriinleri iretiminin artmasi; g¢evresel
etkilesimlerle birlikte bakteriyel, viral, fungal ve paraziter hastaliklarda artig1 da
beraberinde getirmistir. Bu sorunlarin oniline gecilebilmesi i¢in ¢esitli ¢oziim
yollar1 uygulanmaktadir. Bu durum bir yandan canlinin biiylimesine yardimci
olan, diger yandan sucul hastaliklara karsi canlilar1 korumak ve bu hastaliklarin
kontroliinii saglamak amaciyla antibiyotik, pestisit ve diger kimyasal maddelerin
kullaniminda artiglara sebep olmustur. Ancak sucul hastaliklara kars1 koruyucu
olarak antibiyotiklerin kullanilmasi, hem insan ve c¢evre saglig1 a¢isindan hem de
antibiyotik direncine sahip mikroorganizmalarin gelismesi yoniiyle tehlike arz
etmektedir. Belirtilen bu tehlikelerin 6niine gegebilmek i¢in, ekolojik ve ¢evreye
zarar vermeyen, yeni alternatif koruyuculara gerek duyulmustur (Akbulut ve
Keten, 2001). Bu amacla yapilan arastirmalar ve ¢alismalar sonucunda, en 6nemli

ve etkili ¢6ziim yolunun probiyotik kullanimi oldugu anlagilmastir.

Probiyotikler, konak¢1 canlinin bagirsagindaki yararli mikrobiyal popiilasyonu
arttiran  yem  katkilaridir.  Ayrica  probiyotikler  sindirim  sisteminin
diizenlenmesine, bagisiklik sisteminin gii¢clendirilmesine, strese dayanikliligin
arttirilmasina, bilylimenin ve tiretimin desteklenmesine yonelik olumlu etkilere de
sahiptir. Su triinleri yetistiriciliginde olusan sorunlari en aza indirebilmek igin,
Ozellikle baliklarin iiretiminde, {iriin miktarmin ve kalitesinin arttirilmasi, balik
tireme ve gelismesinin tesvik edilmesi, baliklarda meydana gelen hastaliklarin
engellenebilmesi, bu hastaliklarin kisilere tasinmasinin 6niine gegilebilmesi, tirtin
lezzetinin korunmasi/arttirilmasi vb. alanlarda balik probiyotiklerinin kullanilmasi
en etkili ¢6ziim olarak bilinmektedir. Bu amagla, bakteri (Bacillus sp.,
Lactobacillus sp., Enterococcus sp., Corynebacterium sp.) ve fungus
(Saccharomyces cerevisiae gibi) tiirlerinden hazirlanan ticari yerli iriinlerin
gelistirilmesi olduk¢a onemlidir (Altintas, et al.,2016). Bacillus tiirleri probiyotik

olarak en fazla kullanilan bakterilerdendir.



Diinya iizerinde ¢ok fazla cesitlilikte mikroorganizmalar bulunmaktadir. Bu
mikroorganizmalar patojen olabilecegi gibi diger canlilar i¢in yararh
mikroorganizmalar da olabilir. Baliklarin ekosisteminde de baliklar igin ‘yarar
saglayan’ ve ‘zarar veren’ olarak iki gruba ayrilmis mikroorganizmalar
bulunmaktadir. Saglikli bir balik biinyesinde i¢in bu iki grup dengeli bir sekilde
dagilim gostererek, yarar saglayict mikroorganizmalar floradaki ¢ogunlugu
olusturmaktadir (Cakmakg1 ve ark., 2002). Probiyotik grubu bakteriler, canlilarin
bagirsak florasinda yer alan ve canliya yarar saglayan mikroorganizmalardir. Bu
acidan probiyotikler, insan ve hayvan beslenmesinde fonksiyonel gida amagli

olarak ve biiyiimeyi tesvik edici ve canliy1 koruyucu olarak kullanilmaktadir.

Probiyotik bakteriler gastrointestinal bolgedeki potansivel patojenlerle micadele

ederek;

e Immiin sistemin ve viicut kompozisyonunun gelistirilmesinde,

e Sindirimi diizenleyerek hastaliklara karsi direncin artirilmasinda,

e Biiylime 6zelliginin gelistirilmesinde,

e Mide ve bagirsak yapilarinin iyilestirilmesinde,

e Baliklarda goriilebilen sekil bozukluklarinin azaltilmasinda,

e Su kalitesinin ve yemden yararlanma potansiyelinin arttirilmasinda
kullanilabilmektedirler (Moriarty, 1990, EL-Haroun, et al., 2006,
Gatesoupe, JF., 2007, Bagheri, et al., 2008).

Su iirlinleri yetistiriciliginde, sucul hastaliklara sebep olan faktorlerin varligi
tiretimde verim kayiplarma yol agmaktadir. Bu sorunlarin oniine gecilebilmesi
icin kullanilan bir yontemi olan probiyotikler sucul canliyr hem bu hastaliklara
kars1 korumada hem de tiretimde verim kayiplarinin oniine gecilmesinde onemli
alternatiflerden bir tanesidir (Meunpol, et al., 2003). Ayrica yetistiricilige yonelik
uygulamalarda antibiyotik ve bazi kimyasallarin kullaniminin 6niine gecilebilmesi
icin probiyotiklerin kullaniminin yayginlastirilmasi hedeflenmektedir.

Probiyotiklerin su iiriinleri yetistiriciliginde kullanilmas1 farkli sektdrlerdeki
hayvansal {iretimlere kiyasla daha yeni bir uygulamadir ve bu sektdr icin
kullanilan probiyotikler diger hayvansal tiretimler i¢in kullanilan probiyotiklerden

farkli degildir. Ayrica, kullanilan bu probiyotiklerin su iriinleri yetistiriciligi



tizerindeki etkisi ile ilgili bilimsel ¢aligmalar da yeterli seviyede degildir. Bu
eksiklikler sebebiyle, lireticiler bu iirlinleri rastgele kullanmaktadir. Bu sebeple su
irlinleri  yetistiriciligi  sektoriine 0zgii probiyotik iirlinlerin  iilkemize

kazandirilmasi olduk¢a 6nemlidir.

Bu calismada {iilkemiz orijinli gen kaynaklarindan izole edilmis, yerli
Bacillus izolatlarinin  Oncelikle balik patojenlerine karst —antibakteriyel
aktivitesinin taranmasi ile optimal biiylime pH’si, safra toleransi, hidrofobik
¢Ozgene adhezyon, mide sivisi toleransi, enzim aktivitesi, antibiyotik duyarliligi,
biyofilm olusturma, patojenite vb. gibi probiyotik potansiyellerinin belirlenmesi
amaclanmaktadir. Daha sonra en iyi probiyotik ozellikleri gosteren bir Bacillus
izolatinin laboratuvar Olgeginde Kitlesel {iretim optimizasyonunun yapilmasi
hedeflenmektedir. Boylelikle en iyi probiyotik 6zelligi gosteren yerli bir Bacillus
izolatindan yiiksek canli hiicre sayisina sahip biyokiitle iiretiminin yapilmasi ile
ticarilesme potansiyeline sahip probiyotik biyopreparat elde edilmesi konusunda
onemli veriler saglanmis olacaktir. Bu biyopreparatin ticarilestirilmesiyle de
Ozellikle ihracat potansiyeline sahip kaliteli su {iriinlerinin iiretiminde {ilke

ekonomisine ¢ok biiylik katkilar saglanacagi timit edilmektedir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Su Uriinleri Yetistiriciligi Tanim ve Onemi

Su {driinleri yetistiriciligi, suda yasayan organizmalarin yetistirme siirecine
disaridan bir etki olarak miidahale edilip, bu organizmalar1 gelistirmek igin
yapilan calismalara denir. Balikcilikla karsilastirildiginda, bu aktivite insan
tiiketimi, endiistri veya spor balik¢iligr i¢in kullanilan tiirlerin iiretiminde segici
bir artisa izin vermektedir. Su firiinleri popiilasyonlarinin kontrolsiiz ve asir
avlanmasi nedeniyle, 6zellikle giiniimiizde su iiriinleri yetistiriciligi diinya ¢apinda
bliyiik 6nem tasiyan bir ekonomik faaliyet haline gelmistir. Bu sektoriin; diinya
gida {iretimine, endiistriyel ve farmasotik kullanim i¢in hammaddelerin eldesine
son yillardaki katkis1 6nemli dlgiide artmistir (Cruz, et al., 2012). Su {irtinleri, gida
giivenligini artirmak icin yiiksek kaliteli hayvansal protein sunmasi ve daha
ekonomik bir sektor olmasi sebebi ile biiylimesini diger endiistri sektorlerine gore
daha hizli arttirmastir. Kiiresel olarak, sazan baliklari, %72’likten fazla bir oranla
toplam tath su balig1 iiretimine katkida bulunduklari i¢in bu sektorde 6nemi en

yiiksek goriilen tiir olarak bilinmektedir (Swapna et al., 2010).

2.2. Diinyada Su Uriinleri Yetistiriciliginin Onemi

Diinya Su Uriinleri (2012), yaptig1 istatistiki arastirmalar sonucunda; 2006~
2011 arasindaki 5 yillik siiregte su tirtinleri yetistiriciliginden elde edilen kiiresel
balik {iretiminin, ylizde 30'dan da fazla artarak 47,3 milyon tondan 63,6 milyon
tona ¢iktigini belirtmistir. Av balik¢iliginin kontrolsiiz bir sekilde yapilmasi ve
cevre kirliligine yol agmasi sebebiyle, su tiriinlerinin elde edilmesinde su iirtinleri
yetistiriciligi, av balik¢iligin1 geri planda birakmaya baglamistir (Cruz, et
al.,2012).

Bahsi gecen biiyiime orani birkac faktorden kaynaklanmaktadir:

1. Birgok balikg¢ilik, av balik¢iligr vb., maksimum siirdiiriilebilir noktaya ulagsmast,
2. Gidalarin giivenligi ile ilgili tiiketicilerde olusan endiseler,

3. Yiiksek kaliteli, yiiksek protein kaynagi saglayan, saglikli ve diistik kalorili gida
sektort talebi,

4. Sucul iireme ile karbondioksit emisyonuna minimum degerlerde etki (Timmons
etal., 2002; FAO, 2012).



Su iiriinleri yetistiriciligi, M.O. 475 yilinda baslayan uzun bir gegmise sahiptir.
Su iirlinleri yetistiriciligi gliniimiiz i¢in kazang¢h bir endiistri olarak goriilmektedir.
Su triinleri ticaretine iligskin olarak; 195 iilke ihracat yaparken, 199 iilkede ithalat
yapmaktadir. Su iirlinleri ithalatinin %85’ini gelismis iilkeler gergeklestirirken,
toplam ithalatin %25°1 Japonya tarafindan yapilmaktadir. AB’nin ise su iirlinleri
talebini karsilamada disa bagimliligi artmistir ve Diinya ithalatindan AB’nin

aldig1 pay %35 olmustur (Timmons et al., 2002; Cressey, 2009).
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Sekil 2.1 Diinya avcilik ve yetistiricilik tiretimi, (FAO, 2018)

Sekil 2.1°de goriildiigii gibi 90’11 yillarda 6nem kazanan yetistiricilikle elde

edilen su iirlinlerinin miktar1 giiniimiizde de artmaya devam etmektedir.

2.3. Tiirkiyede Su Uriinleri Yetistiriciliginin Onemi

Tiirkiye gibi gelismekte olan ve az gelismis olan iilkelerin ortak sorunu,
iiretimdeki verimin daha diisiik olmasi, beslenme ve tiikketim aligkanliklarini da
olumsuz etkilemektedir. Tiirkiye’de temel ihtiya¢ olan beslenme i¢in tiiketicilerin
talebi bitkisel kaynakli iriinlere dogru artmaktadir. Bunun sebebi hayvansal

kaynakli besinlerin nispeten daha pahali olmasidir.

Tirkiye’de ortalama olarak giinliik kisi basmma 104 g toplam protein
tilketilirken, bu tiikketimin %70’i bitkisel, %30’u hayvansal kaynakhidir (FAO,



2015). Bu durum gelismis iilkelerde ise Tiirkiye’nin zitt1 bir sekilde hayvansal
kaynakli tiriinler yoniinden daha yiiksektir. Tiirkiye’de yeterli/dengeli beslenme
icin eksik olan ve artirilmasi gereken tiiketim maddesi hayvansal kaynakli
proteindir (Sariozkan ve Akcgay, 2014). Cinkii ilkeler bazinda gelismislik
degerlendirilmesi kriterleri arasinda hayvansal kaynakli tiikketim de bir madde
olarak yer almaktadir. Et, yumurta, yogurt, siit ve balik en bilinen hayvansal
protein iceren besinlerdir. Ug tarafi sularla cevrili ve 8.333 km’lik kiy1 seridine
sahip olan nehir, gol ve barajlar da dikkate alindiginda 25 milyon hektarlik zengin
bir su kaynagi varligi olan Tiirkiye’de balik¢ilik hayvansal kaynakli besin
maddeleri arasinda onemli bir firsat ve kaynak olarak kullanilabilmelidir. Su
iriinleri yetistiriciligi, diinyada biiyiime hiz1 ile dikkat ¢eken bir gida iiretim
sektorii olarak saptanmis olup, bu sektoriin tim diinyadaki gelisimi her giin daha

da artmaktadir (Subasinghe vd., 2009).

Tablo 2.1 Turkiye’nin su potansiyeli (Aydin ve ark., 2006)

Uretim Alam Adet Uzunluk (Km) Alan (ha)
Gol 200 - 906118
Baraj 206 - 342377
Golet 953 - 15500
Akarsular 33 177714 -
Denizler - 8333 24607200
Toplam Alan 1392 186047 25871195

Tiirkiye’de su iirlinleri yetistiriciligi yillik yaklasik olarak %10 biiyiimektedir.
2005 yili itibari ile yetistiricilikteki toplam tiretim miktar1 kayda deger bir artig
gostererek neredeyse iki katina ¢ikmustir. En yiiksek iiretim artist alabalikta

(%130) daha sonra ¢ipura (%100) ve levrekte (%52) gergeklesmistir (Tablo 2.2).

Tablo 2.2 Tiirkiye’de yetistiricilik ile gerceklestirilen balik iiretimi (ton), (TUIK,2015)

Bahk Yillar

Tiirii
2005 | 2006 | 2007 | 2008 | 2009 | 2010 | 2011 | 2012 | 2013 | 2014

Alabalik | 49282 | 57659 | 61173 | 68649 | 80886 | 85244 | 107936 | 114569 | 128059 | 113593

Cipura | 27634 | 28463 | 33500 | 31670 | 28362 | 28157 | 32187 | 30743 | 35701 | 41873

Levrek | 37290 | 38408 | 41900 | 49270 | 46554 | 50796 | 47013 | 65512 | 67912 | 74653




Tablo 2.2 Tiirkiye’de yetistiricilik ile gergeklestirilen balik tiretimi (ton) (devam)

Diger 4071 4413 3300 2597 2927 2944 1654 1586 1721 5014

Toplam | 118277 | 128943 | 139873 | 152186 | 158729 | 167141 | 188790 | 212410 | 233393 | 235133

Diinyada 2013 yilinda toplam 162,8 milyon ton su friinleri {iretimi
gerceklestirilmistir. Bu tiretimin, 92,6 milyon tonu (% 56,9) avcilik ve 70,2
milyontonu (% 43,1) yetistiricilik yoluyla elde edilmistir (TUIK, 2015).

Mevcut tiretim degerleri igin Tiirkiye (Tablo 2.3) Avrupada altinci sirada yer
alirken, Diinyada otuzlu siralarda yer almaktadir. Tiirkiye’deki yetistiricilik

yoluyla yapilan iiretimde devamli artis goriilmektedir.

Tablo 2.3 Tiirkiye toplam balik iiretimi ve % oranlar1, (GTHB,2015).

Yillar Yetistiricilik (%6) Aveilik (%0) Toplam (ton)
2007 21.3 78.7 658 074
2008 27.8 72.2 547 846
2009 29.4 70.6 539 365
2010 29.5 70.5 566 797
2011 30.4 69.6 621 036
2012 40.2 59.8 528 046
2013 44.2 55.8 528 560
2014 50.4 49.6 466 191

2011-2020 vili TUIK verilerine gore:

Su tdriinleri tretimi 2020 yilinda bir 6nceki yila gore % 6,1 azalip 785 bin
811 ton olarak gerceklesmistir. Uretimin % 53,6’smm su iiriinleri yetistiriciligi
tirlinleri olustururken, % 37,1’ini avcilik yoluyla elde edilen deniz baliklari, %
4,2’ini avcilik yoluyla elde edilen i¢ su iirlinleri ve % 5’ini avcilik yoluyla elde
edilen diger deniz triinleri olusturmaktadir. Toplam {iretimin 364 bin 400 tonu
avcilik yoluyla yapilan tiretimler olustururken, 421 bin 411 tonu ise yetistiricilik
tiretimi ile gergeklesmistir. Deniz iriinleri aveiligi bir 6nceki yila gore % 23,2

azalmis olup, i¢ su iirtinleri avcilig1 % 4,8 artmustir (sekil 2.2).
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Sekil 2.2 Tiirkiye’de su iiriinleri iiretimi, 2011-2020, (TUIK,2020)

2020 yilinda, yetistiricilik yoluyla yapilan iiretimin yaklasik 293 bin 200
tonu denizlerde, 128 bin 240 tonu i¢ sularda gerceklestirilmistir. I¢ sularda
alabalik en 6nemli balik tiirti olup yaklasik 128 bin ton yetistirilmistir, denizlerde
ise 148 bin 900 ton ile levrek ve 109 bin 750 ton ile ¢ipura alabalig: takip etmistir.
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Sekil 2.3 En ¢ok yetistiriciligi yapilan baliklar, 2011-2020, (TUIK,2020)



2.4. Baliklarin Mikroflorasi

Saglikli baliklardan yumurtlama evrelerinde elde edilen yumurtalarin
neredeyse %99’unun steril oldugu bilinmektedir. Suya temas eden yumurta
kabugunun suda bulunan bakterilerce kolonize oldugu saptanmistir (Hansen ve
Olafsen, 1999; Ringo ve Birkbeck, 1999). Bu kolonizasyon yumurta gelisimini
olumsuz etkilemesinin yaninda yumurta igerisinde yer alan embriyonun gelisimini
de olumsuz etkilemektedir. Kolonizasyonun artis1 ve balik yumurtalarinin fiziksel
yapisinin bozulmasi arasinda dogru oranti oldugu belirlenmistir. Incelemeler
sonucunda suda bulunan patojenlerin bir kisminin yumurta kabugunda bulunan
‘zona radiata’ ve ‘koriyon’ kisimlarimi erittigi tespit edilmistir. Yumurta
kabugundaki glikoproteinlerin, bakterilerin adhezyon ve kolonize olma yetenegi
icin 6nemli bir rol oynadig1 belirlenmistir (Olafsen, 2001). Yumurta kabugundaki
bakteriyel flora ile yumurtadan ¢ikacak embriyonun arasinda da etkilesim oldugu
bilinmektedir. Yumurta kabugundaki flora tarafindan sentezlenen, cesitli

metabolitlerin embriyo gelisimini etkiledigi bildirilmistir (Hansen and Olafsen,

1999).

Baliklarda gastrointestinal sistem basit bir kanal seklindedir, ilk
haftalarindan itibaren bagirsak gerceklestirmesi gereken sindirim fonksiyonlarini
tamamlayabilmek i¢in uzar, kivrimlanarak bir kese haline gelir. Bagirsak hiicreleri
hizli bir sekilde, 48-72 saat iginde, ¢ogalir ve bagirsak yiizeyine yayilir, bagirsak
yiizeyi mukozal bir siviyla kaplanir. Baliklar larval gelisim doneminde sindirim
sisteminin fonksiyonel ve anatomik 6zellikleri gelisimini tamamlar (Ringo and

Gatesoupe, 1998).

Baliklarin  gastrointestinal mikroflorast i¢in yapilan birgok ¢alisma
sonucunda; Baliklarin bagirsak yiizeyinde yaklasik 10° kob/g seviyesinde
anaerobik bakteri, 10% kob/g seviyesinde aerobik heterotrofik bakteri tespit
edilmistir. Bu sayilarin mevsim degisikligine ve gastrointestinal sistemdeki
degisik bolgelere bagl olarak farklilik gosterdigi bildirilmistir (Austin ve Al-
Zahrani, 1988). Yapilan bir¢cok ¢alismanin sonucuna gore, baliklarin iginde
yasadiklar1 su orneklerinin mikroflorasina bagli olarak bagirsak mikroflorasinin

diizenlendigi bildirilmektedir. Deniz baliklarinin saglikli bagirsak floralarindan
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izole edilen bakteriler arasinda taksonomik agidan en biiyiikk grubu Vibrio,
Pseudomonas ve Achromobacter olusturmakta, bu gruplari Micrococcus, Bacillus

ve Enterobacteriaceae izlemektedir (Vine et al., 2004).

2.5. Balik Hastaliklar1

Cevre kirliligi bircok alanda oldugu gibi balik yetistiriciligi alanin1 da
olumsuz yonde etkileyen bir etmen olmustur. Balik yetistiriciliginin ana bileseni
olan su kaynaklarinin kirlenmesine bagli olarak genellikle bakteriyel kokenli olan

balik hastaliklarinda artiglar meydana gelmistir.

Uzun yillardir yapilan ¢aligmalar sonucunda diinya genelinde su iiriinleri
yetistiriciligi sektoriinde tespit edilen patojen bakteriler; Aeromonas spp.,
Pseudomonas spp., Flexibacter spp., Vibrio spp., Yersinia spp., Renibacterium
spp., Streptococcus spp., gibi tiirlerdir. Giiniimiizde bu tiirlere ek olarak
Streptococcus  parauberis, Streptococcus difficile, Streptococcus iniae,
Vagococcus salmoninarum, Lactococcus piscium ve Lactococcus garvieae gibi
tiirlerin de balik hastaliklari ile iligkisi oldugu belirtilmistir (Kum et al., 2004).

Bu patojenlerin yol agtig1 balik hastaliklarinin tedavisinin maliyetinin yiiksek
olmasi, tedavi olarak antibiyotiklerin kullaniminin artmasina yol agmistir.
Kontrolsiiz ve bilingsizce antibiyotik kullanimina bagli olarak patojenik ve
nonpatojenik mikroorganizmalara karst diren¢ olusumlar1 gdzlemlenmeye
baglamistir. Bu antibiyotik direncinin tiiketiciler olarak hayvan ve insanlara
aktarilmast ve bunun bir tehdit olusturmasi sebebiyle hastalifin tedavi
edilmesinden ziyada hastaligin nasil Onlenebilecegi, hastaliktan nasil

korunabileceginin iizerine ¢aligmalar yapilmaktadir.

Tablo 2.4 Baliklarda belirlenen bakteriyel hastaliklar

Hastalhigin Goriildiigii
Bakteriler Baliklar Hastahk
Aeromonas spp., Tatli Su Baliklarinda
Pseudomonas spp. Vibrio spp. Deniz Baliklarinda Hemorajik Septisemi
Akvaryum Baliklarinda, Akvaryum
Aeromonas salmonicida Tatl Su Baliklarinda, Baligi Ulseri
Deniz Baliklarinda (Goldfish Ulcer)
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Tablo 2.4 Baliklarda belirlenen bakteriyel hastaliklar (devam)

Aeromonas spp.

Akvaryum Baliklarinda,
Tatli Su Baliklarinda,
Deniz Baliklarinda

Furunkiiloz
(Furunculosis)

Vibrio spp., Listonella,
Photobacterium

Akvaryum Baliklarinda,
Tatli Su Baliklarinda,
Deniz Baliklarinda

Vibriyozis (Vibriosis)

Akvaryum Baliklarinda,
Tatli Su Baliklarinda,
Deniz Baliklarinda

Edwardselliozis

Photobacterium damselae
subsp. piscicida

Akvaryum Baliklarinda,
Tatli Su Baliklarinda,
Deniz Baliklarinda

Fotobakteriyozis

Renibacterium salmoninarum Tatli Su Baliklarinda, Bakteriyel Bobrek
Deniz Baliklarinda Hastalig1
Tenibaculum maritimum Deniz Baliklarinda Tenasibasilozis
Edwardsiella ictaluri Tatli Su Baliklarinda Epiteliyozis

(Epitheliocystis)

Streptococcus parauberis,
S. iniae, S. difficilis, L. garvieae,
Listonella piscium,Vagococcus
salmoninarum,Carnobacterium
piscicola

Akvaryum Baliklarinda,

Tath Su Baliklarinda Streptokokkozis

2.5.1. Baliklarda Gézlemlenen Bashca Bakteriyel Hastahklar

2.5.1.a. Vibriozis

Vibriozis, siklikla tath su baliklarinda goriilen, V. anguillarum’un tiirii bakterinin
sebep oldugu bilinen en 6nemli bakteriyel enfeksiyonlardan bir tanesidir (Demircan
ve Candan 2006, Woo and Bruno 2003). Hastaliga sebep olan bakteri tiirii; V.
Anguillarum, Vibrinocea familyasinda vibrio cinsindendir (Sekil 2.7).
Mikroorganizmanin morfolojik yapist genellikle diiz veya virgiil bi¢ciminde, gram
negatif, hareketli, sporsuz, kapsiilsiiz, aerobik veya fakiiltatif anaerobik olarak
tanimlanir. Mikroorganizma, solungaglardaki acik bolgelerden, deriden ve
sindirim sisteminden baliklara girmektedir. Dogal kosullar altinda 7-10 giinliik bir
inkiibasyon siiresi olan hastaligin, belirtileri ise birgok bakteriyel hastalikla

benzerlik gostermektedir (Arda ve ark 2002).
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4 -l

Sekil 2.4 Vibrio anguillarum’un agar Sekil 2.5 Vibrio anguillarum’u balikta
iizerindeki morfolojik goriintiisii olusturdugu etkinin goriintiisii

2.5.1.b. Streptokokkozis

Su riinleri yetistiriciligine verilen Onemin artmasi ve bu sektoriin
yayginlagmasiyla beraber, streptokokal enfeksiyonlarda artarak, yetistiriciligi
ekonomik anlamda olumsuz etkilemistir (Mata et al., 2004). L. garvieae
tarafindan gozlemlenen streptokokkozis tatli suda tretilen baliklar igin rapor
edilmistir. L. garvieae, farkli ¢cevrelerde yasayan pek ¢ok balikta olduk¢a 6limciil
etkileri oldugu saptanan ve ayrica insanlardan da izole edildiginin bilinmesi ile bu
bakteriye ait hastaligin 6nemini olduk¢a gilin yiiziine ¢ikartmistir Eldar et
al.,1999). Bu bakteriyel hastalik siklikla su sicakliginin 20 °C’nin iizerinde oldugu
durumlarda hizli bir yayilim gostermektedir (Arda ve ark 2002). Streptokokkozis
farkli baliklarda (alabalik, sazangibi) deride kararma, bilateral ve {iinilateral
ekzoftalmus, operkulumlarda ve ylizgeclerin tabaninda hemorajiler, hemorajik

septisemi, bagirsak, dalak, karaciger ve beyinde konjesyon, viicut yilizeyinde

degisik biiylikliikte lezyonlar ve iilserasyonlarla karakterize edilen bakteriyel bir

balik hastaligidir (Diler ve ark 2002).

—

Sekil 2.6 L. Garviea ‘nin kan agar Sekil 2.7 L. Garvieae 'nin balikta olusturdugu
tizerindeki morfolojik goriintiisii etkinin goriintiisii
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2.5.1.c. Yersiniozis

Yersiniozis, Yersinia ruckeri sebep oldugu septisemi ile seyreden ve ergin
doneme kiyasla yavrularda siklikla rastlanan ve yavru Oliimlerine sebep olan
bulasic1 bakteriyel bir hastaliktir. Yersinia ruckeri, gram negatif, hareketli,
sporsuz, kapsiilsiiz ve aerobik bir Ozellige sahiptir (Arda ve ark 2002).
Infeksiyonun en spesifik belirtileri arasinda rengin koyulasmasi, viicudun dis
ylizeyinde ve ylizgeclerin tabaninda kanamalar, karinda siskinlik, yiizeye yakin
ylizme, hareketin kisitlanmasi ve ozellikle kiiclik baliklarda anemiden dolay1
solungaglarda solgunlugun dikkat gektigi belirtilmektedir (Carson ve Wilson
2002).

Sekil 2.8 Y. Ruckeri’nin kan agar iizerindeki Sekil 2.9 Y. Ruckeri’nin balikta olusturdugu
morfolojik goriintiisii etkinin goriintiisii

2.6. Balik Hastaliklarimin Tedavisinde Kullanilan Baslica Yontemler

Bakteriyel balik hastaliklarimin tedavisinde genellikle su kalitesinin koti
olmasi gibi elverigsiz kosullarin yok edilmesi tiim enfeksiyonun kontrolii i¢in
gerekli olsa da ¢cogu bakteriyel hastaliklarin tedavisinde antibakteriyel, antiseptik
ve dezenfektan kullanimina da gerek olmaktadir. Ancak antibakteriyel se¢imi ve
kullanimimin  gerekli  testler ve denemelerin  yapilmasinin  ardindan

gerceklestirilmelidir (Reed and Francis-Floyd 1996).

Gilinlimiizde, bir¢cok patojen bakterinin sebep oldugu balik hastaliklarinin
tedavisinde uygulanan farkli yontemler bilinmektedir. Bunlar; kemoterapetik
ajanlarin  kullanimi, asilama uygulamalar1 ve antibiyotik kullanimi olarak
siralanabilir. Ancak bu yontemlerin kullanimi saglikli bagirsak florasin1 da

bozarak baliklarda stres olusmasina sebep olmaktadir. Bunun yani sira kontrolsiiz
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ve bilingsiz olarak yapilan ilag kullanimi; nefrotoksitite, biliylime geriligi,
antibakteriyel direncin olugmasi, baliklarda kalinti olusturarak tiiketici olan
hayvan ve insanlara bu zararli etmenlerin aktarilmasi gibi bir¢ok olumsuzluklara
yol a¢maktadir. Olusan antibakteriyel direng halk sagligi acisindan da biiylik
problemlere yol agmaktadir. Sucul ortamda olusan direngli bakteriler direng
genleri i¢in rezervuar olarak gorev yapabilir ve bu genleri insan patojenlerine
yayabilirler. Bu durum sucul ¢evreden insanlara horizontal gen transferi ile
antibakteriyel direncin indirekt yayilmasi olarak bilinmektedir. Bunun yani sira
vibrio gibi bazi sucul patojenler insan patojeni de olabilirken, diger bakteriyel
tirler insanlarda firsatg1 patojenler olarak yer edinebilmektedir (Heuer et al.,

2009).

Antibiyotiklere direngli bakterilerin gelismesi, ¢evreden insana ¢ok biiyiik
bir bulagsma riski anlamma gelmektedir. Ayrica antibiyotik kullanimi, mide-
bagirsak sistemindeki mikroorganizmalar igin segici davranmayip yararli floray1
da yok etmektedir, son tiiketici olarak insani etkileyen organizmalarda da
birikmektedir. Dokularda antibakteriyel ilag¢ kalintilarinin varlhig: alerjilere, toksik
etkilere, bagirsak mikrobiyal florasinda degisikliklere de neden olabilmektedir.
Insanlar tarafindan tiiketilen gidalardaki kloramfenikol kalintilari, kemik iligi
hastaliklarina yol agan aplastik anemiye bile neden olabilmektedir. Nitrofuran
antibiyotiklerin kansere ve diger bircok hastaliga neden oldugu bilinmektedir. Bu
sorunlardan dolay1, ticari acidan 6nemli hastaliklara neden olan patojenleri kontrol
etmek icin ve ayni zamanda cevre sagliginin da olumsuz etkilenmesinin 6niine
gecilmesi icin biiyiikk bir arayis baglamistir. Bu arayislar icinde en etkili ve
zararsiz yontem olarak probiyotik kullaniminin olacagi saptanmistir (Shanmugam

etal., 2011).

2.7. Balik Hastaliklarimin Tedavisinde Probiyotikler

Probiyotik, en temel haliyle “konak¢1 canlinin bagirsak mikrobiyal dengesini
saglayan, faydali bir sekilde etkileyen canli mikrobiyal yem/gida takviyesi” olarak
tanimlanmaktadir (Fuller, 1989). Verschuere et al. (2000a), "probiyotik™ terimine
yeni bir tanim ekleyerek "konaker ile iliskili olup ortamdaki mikrobiyal toplulugu
degistirerek, hastaliga karsi konak tepkisini artirarak veya c¢evre ortaminin

kalitesini artirarak, yemin daha iyi kullanilmasini saglayacak ya da besin degerini
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artiracak konak tizerinde yararli bir etkiye sahip olan canli mikrobiyal yardimci
madde’’ olarak Onermistir. Son zamanlarda, Birlesmis Milletler Gida ve Tarim
Orgiitii  (FAO), Diinya Saghk Orgiiti (WHO) ile probiyotikleri “yeterli
miktarlarda  kullanildiginda  konak¢i  canliya  yarar  saglayan  canli
mikroorganizmalar” olarak tanimlamistir (FAO/WHO, 2002). Bir baska makale
de ise, "probiyotik" teriminin yenilenmis bir tanimi "patojenik bakterilerin
cogalmasini Onleyerek, faydali bakterilerin biiyiimesini ve gelismesini tesvik
ederek konake¢inin bagirsak mikrobiyotasini olumlu yonde etkileyen canli

mikroorganizmalar igeren bir {iriin" olarak onerilmistir (Buruiana et al., 2014).

Probiyotiklerin su iiriinleri yetistiriciliginde kullaniminda bir¢ok faydasi
mevcuttur. Bu faydalar tek tek ya da tek bir probiyotik i¢in kombinasyonlar

halinde gozlemlenebilir.
Probiyotiklerin baglica faydalarini siralamak gerekirse;

e Antagonistik bilesiklerin iiretimi yoluyla patojenin inhibisyonu,
e Bagirsaklardaki baglanma bolgeleri icin rekabet,

e Besinler i¢in rekabet,

e Patojenlerin enzimatik aktivitesinin degistirilmesi,

e Immiin sistemi uyarici fonksiyonlar,

e Yem sindiriminde kolaylik saglamast,

e Yemden yararlanmayi iyilestirme gibi besinsel faydalar igerir.

PROBIYOTIK

‘ HASTALIK KONTROLU

et

BUYUMENIN TESVIKI

SINDIRIMIN IYILESTIRILMESI (ENZIMLER)

iyoTi — . ) — — L PROBIYOTIK
PKRLﬁﬂﬁ:LK + BAGISIKLIK SISTEMININ IYILESTIRILMESI — KULLANMAYAN

BESIN KAYNAGI SAGLAMASI

SU KALITESININ KONTROLU
UREMENIN iYiLESTIRILMESi

Sekil 2.10 Probiyotiklerin baliklara sagladig: yararlar, (Sayes et al., 2018).
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Probiyotiklerin yiiksek seviyede etkinlik saglayabilmeleri i¢in belirli 6zelliklerin
dikkate alinmas1 gerekmektedir.

Bir probiyotigin baglica sahip olmas1 gereken 6zellikler;

e Gastrointestinal sistem i¢inde tutunmasi ve kolonize olmasi,

e Yiiksek sayilarda replike olabilme yetenegine sahip olmast,

e Antibakteriyel aktiviteye sahip olmasi,

e Gastrointestinal sistemin asidik ortamindan etkilenmiyor olmasi,
e Safra sivisindan olumsuz etkilenmiyor olmasi,

e Antibiyotik direngliliginin olmamasi,

gerektigi seklinde siralanabilir (Kesarcodi-Watson et al., 2008).

Bu belirtilen 6zelliklere sahip mikroorganizmalar su {iriinleri yetistiriciliginde

potansiyel birer probiyotik olarak goriiliirler.

=

|

-Antibiyotik Diren¢ Genlerinin Olmamasi
-Patojen Antagonizesi

- Rekabetci dislama: bagirsak sistemini kolonize etmeye
yardimct  olarak kolon ve mukozal hiicre hatlarina
baglanabilme yetenegine sahip olma.

-Inhibitér metabolitler iiretme yetenegi: proteaz, amilaz,
seltilaz ve lipaz gibi.

- Safra ve Diisiik pH Toleransi: probiyotigin giris yollarindan biri
gidadir.

- Hizh biiyiime

-Yapisma kapasitesi ve yapisma bolgeleri icin rekabet kabiliyeti

"L moOomIxMmMQ 2mMZC0O

-Konuk¢unun immiin yamitim gelistirme yetenegi: Bir patojen
viicuda girdiginde, adaptif bagisiklik sistemi (B hiicresi ve T hiicresi
tepkileri) ve kompleman sistemi aktive olur. Mukoza yiizeyine tutunma
iizerine probiyotik, baligin mukozasinin bagisikligini modiile eder.
Balik bagisiklik sistemindeki probiyotiklerin kesin
mekanizmasi/galisma yolu bugiine kadar belirsizdir

-Temel besinleri desteklemek: Vitaminler ve enzimler gibi

- Ureme performansim ve dogurganlig iyilestirmek icin sinyal
yollarinda yer alan noropeptitlerin diizenlenmesi

- Probiyotik karisimim uygulamak i¢in iyi etkilesim: Probiyotik
tiirlerinin ¢esitliligi, bireyselden daha fazla fayda saglayabilir.

= - Depolama kosullarinda canhilik, (Sayes et al., 2018).
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Tablo 2.5 Su tiriinleri yetistiriciliginde farkli probiyotik uygulamalari, (Cruz, et al.,2012)

Kullanim Amac1 Kullanilan Probiyotik Uygulamanin Yapildigi
Sucul Tiirler
Bacillus sp. S11 Penaeus monodon
Bacillus sp. Catfish
Carnobacterium divergens Gadus morhua
Alteromonas CA2 Crassostrea gigas
Biiyiimenin Lactobacillus helveticus Scophthalmus maximus
Tegviki Lactobacillus lactis AR21 Brachionus plicatilis
Streptococcus thermophilus Scophthalmus maximus
Streptomyces Xiphophorus helleri
L. casei Poeciliopsis gracilis
Bacillus NL 110, Vibrio NE 17 | Macrobrachium
Bacillus coagulans rosenbergii
Cyprinus carpio koi
Bacillus sp. Penaeids
Enterococcus faecium SF 68 Anguilla anguilla
L. rhamnosus ATCC53103 Oncorhynchus mykiss
Micrococcus luteus A1-6 Oncorhynchus mykiss
Pseudomonas fluorescens Oncorhynchus mykiss
Hastalik P. fluorescens AH2 Oncorhynchus mykiss
(Patojen) Pseudomona ssp. Oncorhynchus mykiss
Kontrolii Roseobacter sp. BS. 107 Scallop larvae
Saccharomyces cerevisiae, S.
exiguous, Litopenaeus vannamei
Phaffia rhodozyma
Vibrio alginolyticus Salmonids
V. fluvialis Oncorhynchus mykiss
Tetraselmis suecica Salmo salar
Carnobacterium sp. Hg4-03 Hepialus gonggaensis
Lactobacillus acidophilus larvae
Bacillus spp., Enterococcu ssp. | Clarias gariepinus
Lactococcus lactis Farfantepenaeus
brasiliensis
Epinephelus coioides
L. helveticus Scophthalmus maximus
Bacillus NL 110, Vibrio NE 17 | Macrobrachium
Sindirimin Carnobacterium sp. Hg4-03 rosenbergii
fyilestirilmesi | Lactobacillus acidophilus Hepialus gonggaensis

Shewanella putrefaciens Pdp1l | larvae
Clarias gariepinus
Solea senegalensis

Bacillus sp. 48 Penaeus monodon
Bacillus NL 110, Vibrio sp. NE | Macrobrachium

Su Kalitesinin | 17 rosenbergii

Kontrolii Lactobacillus acidophilus Clarias gariepinus

B. coagulans SC8168 Pennaeus vannamei
Bacillus sp., Saccharomyces Penaeus monodon
sp.
Lactobacillus delbrueckii Dicentrarchus labrax
Alteromonas sp. Sparus auratus

Stres Tolerans1 | B. subtilis, L. acidophilus, S. Paralichthys olivaceus
cerevisiae Poecilopsis gracilis
L. casei Litopenaeus stylirostris
Pediococcus acidilactici Makimaki

Shewanella putrefaciens Pdp11
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Tablo 2.5 Su iiriinleri yetistiriciliginde farkli probiyotik uygulamalar1 (devam)

Bacillus subtilis Poecilia reticulata,
Xiphophorus maculatus
Uremenin L. rhamnosus Danio rerio
Tyilestirilmesi
L. acidophilus, L. casei, Xiphophorus helleri

Enterococcus faecium,
Bifidobacterium thermophilum

Tablo 2.4’e bakildiginda probiyotiklerin su tiriinleri yetistiriciliginde pek ¢ok
farkli amac¢ i¢in kullanildig1 (biliylimenin tesviki, su kalitesinin arttirilmasi,
hastaliklarin kontrolii gibi) goriilmektedir. Farkli sucul canlilar {lizerinde farkli
mikroorganizma tiirlerinin etkili oldugu belirlenmistir. Lactococcus ve Bacillus

tiirleri su {irlinleri yetistiriciliginde yogun olarak kullanilan probiyotik tiirlerdir.

2.8. Probiyotik Olarak Kullamlan Mikroorganizmalar ve Uygulama

Yontemleri

Insanlar basta olmak iizere bircok karasal hayvanda embriyonik gelisimi
amnion igerisinde gerceklesmektedir. Ancak baliklarda ve kabuklularda larval
donem ontogenetik evrede anneden bagimsiz dis ortamda gergeklesmektedir. Bu
larvalar, sindirim sistemi mikroflorasindaki diizensizliklerden olduk¢a fazla
etkilenir. Bunun sebebi heniiz sindirim sistemi ve immiin sistemi gelismemis olan
larvalarin beslenmek icin besin almak zorunda olmalarindan kaynaklanmaktadir.
Bu sebeple su iirlinleri yetistiriciliginde, probiyotik uygulamalar1 6zellikle larval
donemde  gergeklestirilmelidir  (Gatesoupe, 1999). Cogunlukla Vibrio,
Acinetobacter ve Enterobacteriaceae grubunun iyeleri deniz baliklarinmn
bagirsaginda yaygin olarak bulunurken genellikle Aeromonas spp., Pseudomonas
spp., ve Flavobacterium/Cytophaga grubuna ait iiyeler tatli su baliklarinin

bagirsaginda yer almaktadir.

Laktik asit bakterileri (Lactobacillus spp., Carnobacterium spp,
Streptococcus spp.), Bacillus spp. (B. megaterium, B. polymyxa, B. subtilis, B.
licheniformis), Pseudomonas fluorescens ve Vibrio spp. gibi tiirler ise sucul
yasam canlilarinin dogal olarak sahip olduklar1 mikrobiyotanin disinda, probiyotik

olarak su triinleri yetistiriciliginde kullanilan mikroorganizmalardir (Tattersall et

al., 2006).
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Tablo 2.6 Baliklar igin probiyotik 6zellikli ile kullanilabilecek bakteri tiirleri (Gomez-Gil et al.,

2000)

Bakteri Turleri

Hedef Organizmalar

Bacillus toyoi, Bacillus spp. sporlari

Kalkan yemi olarak kullanilan rotiferlerde

Lactobacillus helveticus,
Lactobacillus plantarum

Kalkan yemi olarak kullanilan rotiferlerde

Lactobacillus bulgaricus
Streptococcus lactis

Kalkan yemi olarak kullanilan Artemia’da

Alteromonas spp.

Istiridye (Crassostrea gigas)

Aeromonas media

Istiridye

Roseobacter spp.

Tarak (Pecten maximus)

Vibrio pelagius, Saccharomyces cerevisiae

Kalkan (Scophthalmus maximus)

Vibrio alginolyticus

Karides (P. vannamei)

Vibrio harveyi, Pseudomonas spp.,
Nitrobacter spp.,
Nitrosomonas spp., Bacillus spp.,

Karides (P. monodon, P. penicillatus)

Thalassobacter utilis (PM-4)

Yengeg (Portunus trituberculatus), karides

Farkli akuakiiltiir canlilarinda gozlemlenen hastaliklarin tedavisinde

kullanilan probiyotikler, uygulanan canli tiirine gore de degiskenlik
gostermektedir. Bacillus spp. nin siklikla spor formunda kullanilabilir olmasi bu
mikroorganizmay1r  diger mikroorganizmalara gdre avantaji  konuma
getirmektedir. Bakteriler diginda tabloda da goriildiigii tizere S. cerevisiae gibi
maya tirleri de su driinleri yetistiriciliginde probiyotik olarak kullanilan

mikroorganizmalardandir.

Probiyotikler tarafindan olusturulan koruyucu etki, konake¢i canli tarafindan

olusturulan koruyucu etkiden daha yiiksek oldugu ig¢in, su iriinleri
yetistiriciliginde probiyotiklerin kullanimi ile hastaliklardan korunma ve bu

hastaliklarin tedavisinin saglanmasi miimkiin olmaktadir.

Probiyotikler konaga 4 farkli yolla uygulanabilir;

1. Direk igerisinde yasadiklar1 suya ekleme,
2. Baliga enjeksiyon yolu ile uygulama,

3. Probiyotik ile takviye edilmis canli yiyeceklerle besleme,
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4. Probiyotik ile takviye edilmis pelet gida ile besleme (Balcazar et al.,
2006).

Sekil 2.11 Probiyotikleri konaga uygulama yontemleri (Balcazar et al., 2006)

2.9. Balik Probiyotigi Olarak Bacillus Tiirlerinin Kullanilmasinin Onemi

Bacillus spp. gibi probiyotikler (Gram pozitif endospor olusturan bakteri),
patojenik bakterileri kontrol etmek, bunlarla rekabet etmek ve ayrica kiiltiirii
yapilan organizmalarin biiyimesini tesvik etmek icin kiiltiir ortamina dahil
edilebilir. Ayrica Bacillus sp. suda yasayan organizmalara uygulandiginda
istenmeyen yan etkiler tagimayan, patojenik ve toksik olmayan

mikroorganizmalardir.

Spor olusturabilen probiyotikler olan Bacillus spp. (Bacillus subtilis,
Bacillus clausii, Bacillus cereus, Bacillus coagulans ve Bacillus licheniformis
gibi) spor olusturmayan bakterilere (Lactobacillus spp. gibi) gore asagidaki gibi

bir takim avantajlara sahiptir:

- Spor formu olusturabildikleri i¢in raf dmiirleri uzundur. Sporlar, canlilik
iizerinde herhangi bir etki olmaksizin, oda sicakliginda kurutulmus bir
bi¢imde saklanabilir,

- Sporlar, gastrik bariyerin diisiik pH'sinda hayatta kalabilmektedir,

- Bacillus spp.’lerin tutunma kabiliyetleri yliksektir,
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- Bakteriyosin (antibakteriyel peptitler) tiretimi ve bagisiklik sistemini
uyarici etkileri bilinmektedir (Buruiana et al., 2014).

Su kalitesinin iyilestirilmesinde, 6zellikle Bacillus tiirleri kullanilmaktadir.
Gram (-) bakterilere gére Gram (+) bakteriler, organik maddeyi CO2’e, daha iyi
doniistiiriirler. Uretim dongiisii siirecinde Gram (+) bakteriler, yiiksek seviyedeki
¢cOzlinmiis ve partikiiler organik karbonu minimize edebilirler. Bacillus tiirleri, su
tirtinleri yetistiriciliginin yapildig1 sucul ortamdaki patojen mikroorganizmalarin
sayisin1  azaltarak ve sudaki mikrobiyal popiilasyonun kompozisyonunu
etkileyerek su kalitesini arttirmaktadirlar. Bu nedenle Bacillus tiirlerinin, sucul
ortamdaki potansiyel patojenlere kasi antagonistik etkilerinin  oldugu

diistiniilmektedir (Koca,2011).

Bacillus spp. kullaniminin bir diger avantaji, Vibrio ve Aeromonas spp. gibi
Gram negatif organizmalarla genellikle yatay gen transfer siireglerinde yer
almamalaridir. Bu nedenle bu tiirlerden antibiyotik direnci veya viriilans igin
genler edinme olasiligr diisiiktiir. Bu cinsin diger 6nemli olumlu 6zellikleri, hizla
cogalma, cok sayida g¢evresel kosulu tolere etme ve su iirlinleri verimliligini
artirabilecek genis bir yelpazede faydali etkiler saglama yetenegidir. Spor
olusturan bir¢cok Bacillus, (B. coagulans, B. subtilis, B. clausii, B. cereus ve B.
toyoi dahil olmak tizere) insan ve hayvan kullanimina yonelik {irlinlerin bilesenleri

olarak diinya ¢apinda satilmaktadir (Nemutanzhela ,200 C.E.).

2.10. Su Uriinleri Yetistiricilizinde Kullamlan Ticari Probiyotik Uriinler

Su idrlinleri yetistiriciligine verilen 6nem son yillarda nispeten artmistir.
Diinya niifusunun artis1 ile insanlarin besin kaynaklarina ulagsmasi ve gerekli olan
besin maddelerini tiiketebilmesi her gegen giin biraz daha zorlagmaktadir.

Su iirtinlerine ait en basta gelen yetistiricilik balik yetistiriciligidir. Su an diinyada
tiretilen toplam proteinin neredeyse %7°si, hayvansal kaynakli proteinin ise

%17’si1 baliklar tarafindan saglanmaktadir.

Tablo 2.6’da su iiriinleri yetistiriciliginde kullanilan ticari probiyotik tiriinlere
yer verilmistir. Tabloya bakildiginda bir¢ok ticari iiriiniin mikroorganizma olarak

Bacillus izolatlarini igerdigi goriilmektedir.



Tablo 2.7 Su iriinleri yetistiriciliginde ticari olarak kullanilan probiyotik {iriinler, (Olmos, 2014;

Hai, 2015; Koca, 2011)
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Marka Ureticisi icerik
Wuhan Nature’s Favour
. Bioengineering Co., Ltd, Wuhan ) -
Natglfalle Bacillus City, China Bacillus subtilis (2x10 1° CFU/g).
subtilis
http://www.wuhannature.com
Bio-Pharmachemie Joint-Venture
) Company, Ho Chi Minh, Vietnam . o
Biozyme Bacillus subtilis ve Saccaromyces
http://www.biopharmachemie.com | cerevisiae.
Fubon B. subtilis | Angel Yeast Co., Ltd. Hubei, Bacillus subtilis (> 2x10° CFU/g).
China http://www.angelyeast.com
Her bir kg i¢in: Bacillus subtilis
y ) (4,5x108 CFU), B. licheniformis,
Am_erlcan Pharma International, B.megaterium, Lactobacillus
Bioron India http:/www. lactis, L. helveticus, Nitrosomonas
americanpharmainternational.com SP- N|.tr.0bacter P S.accharomyces
cerevisiae ve Aspergillus oryzae.
Her bir kg i¢in: Bacillus subtilis
) ) g (4,5x10% CFU), B. licheniformis,
Lactomin Am_erlcan Pharma International, B.megaterium, Lactobacillus
India http://www. lactis, L. helveticus, Nitrosomonas
americanpharmainternational.com 15 N|_tr_obacter P S_accharomyces
cerevisiae ve Aspergillus oryzae.
Biogen BIO-GEN LTD, 1 Maja 26, 46- Lactobacillus acidophilus D2/CSL
100 Namystow, Poland CECT 4529, Enterococcus faecium
NCIMB 11181, Pediococcus
acidolactici ATCC 8042,
Lactobacillus casei ATCC 7469
Add-B BioSolv AB Rue Neerveld 107 Rhodospirillum rubrum,
1200, Brussels Rhodopseudomonas viridis,
Belgium Rhodopseudomonas palustris ve
Rhodomicrobium vannielli
Bioflokulan Dastgir Saheb Fish And Prawns Bacillus spp., Bacillus pumilus,
Company Bacillus licheniformis
Bacillus licheniformis, Bacillus
) ) megaterium, Bacillus  pumilus,
Oswa B-50 Sanchi Organics Pvt. Ltd. Bacillus spp. (2 strain), Bacillus
amyloliquefaciens(2 strain)
BIOMIR Bio-Tech Grade Lactobacillus, Lactococcus
Bacillus subtilis, Bacillus
BIOSTART BIO-CAT Microbials licheniformis, Bacillus
megaterium, Bacillus polymyxa



http://www.wuhannature.com/
http://www.angelyeast.com/
https://www.google.pl/maps/place/Bio-Gen+Sp.+z+o.o./@51.0760667,17.7360845,17z/data=!3m1!4b1!4m5!3m4!1s0x471016a7671fa36f:0x79c032d76a739a83!8m2!3d51.0760667!4d17.7382732
https://www.google.pl/maps/place/Bio-Gen+Sp.+z+o.o./@51.0760667,17.7360845,17z/data=!3m1!4b1!4m5!3m4!1s0x471016a7671fa36f:0x79c032d76a739a83!8m2!3d51.0760667!4d17.7382732
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Her ne kadar su iriinleri yetistiriciligine verilen 6nem gittik¢e artmis olsa da
bu alanda yapilan aragtirmalar ve g¢alismalar hala yeterli seviyelere ulagamamustir.
Bu da su iriinleri yetistiriciliginde verim kaybina sebep olmaktadir. Hem su
triinleri yetistiriciligi ile elde edilen f{irtinler; hem de bu alanda olusan
hastaliklarin ve diger problemlerin Oniine gecilebilmesi i¢in ¢ok daha fazla

caligmalar ve aragtirmalar yapilmasi gerekmektedir.
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3. GEREG VE YONTEM

3.1. GEREC

3.1.1. Cahsmada Kullanilan Bakteri izolatlar1 ve Test Bakterileri

3.1.1.1. Bakteri izolatlar

Bu calismada incelenen mikroorganizmalar, daha onceden izole edilip, Ege
Universitesi Biyomiihendislik Béliimii Bacillus Koleksiyonunda yer alan gesitli

Bacillus izolatlaridir.

Tablo 3.1 izolatlarin elde edildigi numunelerin alindig1 yerler

NO. Numune Alinan Yer Numune Tarih
Cesidi
1 [zmir Kus Cenneti Gozlem Su 15.11.2012
Istasyonu Arkasi 3 su birikintisi
2 [zmir Kus Cenneti Gozlem
Istasyonu 300-400 m. uzag: su Su 15.11.2012
kanali
3 Bayindir-Tire yolu, Tire ¢ikis1 5 km | Su (beklemis -
ciftlik (yolun saginda) havuz suyu)
4 Odemis'e gelmeden 2 km sagda Su (6l larvalt
ciftlik evi beklemis su) 13.12.2012
5 Bayindir / Bayindir Giiney yonii / Toprak 21.11.2012
Zeytin bahcesi
6 Toprak
Bayindir-Tire yolu Bat1 Yonii (Ciftlik 21.11.2012
topragi)
7 Tire / Izmir Tire Kuzey yonii / Toprak 21.11.2012
Misir Tarlasi
8 Odemis Bademli / Bademli Baraj Toprak 21.11.2012
kenar1 orman topragi Bati yonii
9 Odemis Bademli Giiney Yonii Toprak 21.11.2012
Allah deresi Kestane ormani
10 Torbali Caybas1 koyli Hayvan Su 21.11.2012
Ciftligi Hayvan Yikama Havuzu
11 Torbali Caybast Sulama havuzu Su 21.11.2012
kenari su Birikintisi
12 Torbali Caybas1 Hayvan Ciftligi Su 21.11.2012
Yikama suyu
13 [zmir Kus Cenneti Gozlem Camur 15.11.2012
Istasyonu 100-150 m. Cevresi
14 [zmir Kus Cenneti Gozlem Camur 15.11.2012
Istasyonu Yaklasik 1000 m. Uzag:
Sulama Kanali
15 [zmir Kus Cenneti Gozlem Camur 15.11.2012
Istasyonu Yaklasik 500 m. Kara ici
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Tablo 3.1 izolatlarin elde edildigi numunelerin alindig: yerler (devam)

[zmir Kus Cenneti Gozlem Camur 15.11.2012
16 Istasyonu Yaklasik 500 m. Sazlik
Alan Etrafi
17 [zmir Kus Cenneti etrafi sulama Camur 15.11.2012
kanallar1 ve civart gozlem
Istasyonu Yaklagik 1 km
18 [zmir Kus Cenneti etrafi sulama Camur 15.11.2012
kanallar1 ve civart gézlem
Istasyonu Yaklasik 3 km
19 Rize, Cayeli, incesirt Kyii Toprak -
20 Rize, Cayeli Incesirt Koyii Toprak -
21 Rize, Cayeli Madenli Koyii Toprak -
22 Rize, Cayeli Madenli Koyii Toprak -
23 Trabzon, Stirmene Toprak -
24 Toprak
25 Toprak
26
27

3.1.1.2 Test Bakterileri

Calismada incelenen bakteri izolatlarmin antibakteriyel aktivitesinin
belirlenmesinde kullanilan balik patojeni dort farkli bakteri tiirii (Aeromonas
hydrophila, Vibrio anguillarum, Lactococcus garvieae, Yersinia ruckeri) Isparta
Uygulamali Bilimler Universitesi, Egirdir Su Uriinleri Fakiiltesi, Su Uriinleri

Yetistiriciligi Boliimii’nden temin edilmistir.

3.1.2 Kullanmilan Besiyerleri ve Cozeltiler

Calismadaki tiim besiyerleri 121°C’de 20 dk olacak sekilde otoklavlama ile steril

edilerek kullanilmastir.

3.1.2.1 Kullanilan Besiyerleri

NA (Nutrient agar)

Bacillus izolatlarinin iiretimi, saflastirilmasi, aktiflestirilmesi ve saklanmasinda
kullanilan ticari formdaki Nutrient Agar (Merck, 105450) besiyeri kullanilmistir.
(Swapna et al., 2010).
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Bilesenin Adi Miktari
Nutrient Agar 20,0g
Distile Su 1000 ml

NB (Nutrient broth)

Bacillus izolatlarinin iiretimi, saflastirilmasi, aktiflestirilmesi ve saklanmasinda
kullanilan ticari formdaki Nutrient Broth (Merck, 105443) besiyeri kullanilmistir.
(Swapna et al., 2010).

Bilesenin Adi Miktarn
Nutrient Broth 8040
Distile Su 1000 ml

LB Broth (Luria Bertani Broth)

Calisma kapsaminda antibakteriyel aktivitenin belirlenmesi basamagindaki agar
kuyucuk yonteminde izolatlarin aktiflestirilmesinde kullanilan besiyeridir (LB
Broth (MERCK, 1102850500), (Foda et al., 2010).

Bilesenin Ad1 Miktanr
LB Broth 259
Distile Su 1000 ml

MHA (Mueller Hinton Agar)

Calisma kapsaminda antibakteriyel aktivitenin belirlenmesi basamagindaki agar
kuyucuk yonteminde kullanilan besiyeridir (MH Broth (OXOID, CM0405B)),
(Haniffa and Kavitha, 2012).
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Bilesenin Ad1 Miktan
MH Agar 21 g MH Broth
%2 Agar Agar
Distile Su 1000 ml
TSA (Tryptic Soy Agar)

Calisma kapsaminda antibiyotik duyarliligin belirlenmesi basamagindaki disk
difiizyon yonteminde kullanilan besiyeridir (TS Broth (OXOID, CMO0405B)),
(Aytar ve ark., 2019).

Bilesenin Adi Miktari

TS Agar 30 g TS Broth
%2 Agar Agar

Distile Su 1000 ml

Kanh Agar Besiyeri

Incelenen Bacillus izolatlarmin hayvan patojeni olup olmadiginin tespitinde
kullanilmistir. Ticari olarak bulunan Blood Agar Base (Merck, 1.1086)
kullanilmistir. Sterilizasyon sonrasi besiyeri sicakligir 45-50°C’ye gelince aseptik

kosullarda %35 oraninda steril kan ilave edilmistir (Giilcan, 2006).

Bilesenin Ad1 Miktari

Blood Agar Base 3959
Distile Su 1000 ml
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Brain Heart Infusion Agar (BHA)

Potansiyel Bacillus izolatlarinin  biyofilm  olusturup olusturmadiginin
belirlenmesinde kullanilmistir. Ticari olarak bulunan Brain Heart Infusion
(Merck, 1.1088) kullanilmistir. Sterilizasyon sonrasi besiyeri sicakligi 45-50°C’ye
gelince aseptik kosullarda Kongo Red Indikatorii ilave edilmistir. Besiyeri

miimkiin oldugunca homojenizasyon igin karistirilmalidir (Gonzalez et al., 2004).

Bilesenin Ad1 Miktari
Kongo Red Indikatorii 8g
Brain Heart Infusion 379
Siikroz 509
Agar Agar 20¢
Distile Su 1000 ml

Proteaz Aktivitesini Taramak icin Kullanilan Besivyeri

Probiyotik 6zellikleri incelenen Bacillus izolatlarinin kat1 besiyerinde proteaz

aktivitelerinin incelenmesi amaci ile kullanilmistir (Gonzalez et al.,2004).

Bilesenin Adh Miktan
Nutrient Agar (Merck) 109
Distile Su 250 ml

Skimmilk c¢ozeltisi

Skim Milk (Oxoid) 29
Distile Su 250 ml

Bu yontemde 500 ml otoklavlanabilir laboratuvar sisesi iginde 250 ml distile su
icinde ticari nutrient agar besiyeri 500 ml’lik Ol¢ii i¢in olacak sekilde

hazirlanmistir. Diger bir 500 ml’lik otoklavlanabilir laboratuvar sisesinde ise 2
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gram skim milk 250 ml distile su iginde ¢oziindiiriilmiistiir. Ayr1 ayr steril edilen
ortamlar, otoklav sterilizasyonundan sonra aseptik sartlarda birlestirilmistir.
Ortamlar birlestirilirken skim milkin homojen bir sekilde karistirllmasina dikkat
edilmistir. Karistirilan ortam aseptik kosullar altinda steril petrilere dokiildiikten

sonra katilagsmasi i¢in oda sicakliginda bekletilmistir.

Amilaz Aktivitesini Taramak icin Kullamilan Besiyeri

Probiyotik ozellikleri incelenen Bacillus izolatlarinin kati besiyerinde amilaz

aktivitelerinin incelenmesi amaci ile kullanilmistir (Sanchez- Porro et al., 2003)

Bilesenin Adi Miktar
Nutrient Agar (Merck) 109
Distile Su 500 ml
Coziinebilir Nisasta (Fluka) 10 g

Bu yontemde 500 ml’lik laboratuvar sisesi iginde 10 gr nisasta 500 ml distile su
ile iyice ¢Ozdiriildiikten sonra standart nutrient agar besiyeri 10 gr tartilarak
siseye ilave edilmistir. Otoklavlanan ortam aseptik sartlarda steril petrilere

dokiildiikten sonra katilasmasi i¢in oda sicakliginda bekletilmistir.

Lipaz Aktivitesini Taramak icin Kullanilan Besivyeri

Probiyotik 6zellikleri incelenen Bacillus izolatlarinin kat1 besiyerinde lipaz

aktivitelerinin incelenmesi amaci ile kullanilmistir (Gonzalez et al., 2004).

Bilesenin Adi Miktar
Nutrient Agar (Merck) 109
CaCl» 0,059
Tween 80 5ml

Distile Su 500 ml



30

500 ml’lik laboratuvar sisesi iginde 0,05 gr CaCl. igeren standart nutrient agar
besiyeri hazirlanmigtir. Ayr1 olarak 5 ml tween 80 otoklavlanmigtir. Daha sonra
ise nutrient agar ve tween 80 aseptik sartlarda birlestirilmistir. Karistirilan ortam
aseptik kosullar altinda steril petrilere dokiildiikten sonra katilagsmasi i¢in oda

sicakliginda bekletilmistir.

Seliilaz Aktivitesini Taramak icin Kullanilan Besiyeri

Probiyotik 6zellikleri incelenen Bacillus izolatlarinin kat1 besiyerinde seliilaz

aktivitelerinin incelenmesi amaci ile kullanilmistir (Gonzalez et al., 2004).

Bilesenin Ad1 Miktar
Nutrient Agar (Merck) 109
CMC 19
Distile Su 500 ml

500 ml’lik laboratuvar sisesi i¢inde 1 gr CMC (Carboxy Metil Cellulose) igeren
standart nutrient agar ortami hazirlanmastir.

Otoklavlandiktan sonra aseptik sartlarda steril petrilere aktarilmistir. Karistirilan
ortam aseptik kosullar altinda steril petrilere dokiildiikten sonra katilagmasi igin

oda sicakhginda bekletilmistir.

Proteaz Uretim Ortami

Kat1 besiyerinde proteaz aktivitesi belirlenen Bacillus izolatlarinin sivi ortamda
biiyiitiilerek proteaz aktivitelerinin kantitatif olarak 6lgiilmesi amaciyla
kullanilmistir (Puri et al., 2002).

Bilesenin Adi Miktar:
Pepton 59
Coziinebilir Nisasta 10 ¢

MgS04.7H;0 15¢g
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K2HPO4.3H20 08¢
KH2PO4 0449
NaCl 590
Distile Su 1000 ml

Amilaz Uretim Ortami

Kat1 besiyerinde amilaz aktivitesi belirlenen Bacillus izolatlarinin sivi ortamda
biiyiitillerek amilaz aktivitelerinin  kantitatif olarak 0Glglilmesi  amaciyla

kullanilmistir (Tany1ldiz1 ve ark., 2006)

Bilesenin Adh Miktar
Pepton 259
Cozinebilir Nisasta 159
Yeast Extract 29
MgSO4 059
KH2PO4 059
CaCl; 01lg
Distile Su 1000 ml

Lipaz Uretim Ortami

Kati besiyerinde lipaz aktivitesi belirlenen Bacillus izolatlarinin sivi ortamda
biyiitilerek lipaz aktivitelerinin  kantitatif olarak 6l¢iilmesi  amaciyla
kullanilmistir (Shah et al., 2007).

Bilesenin Adi Miktar:
Pepton 309
Yeast Extract 10 g
Zeytin yagi 10 g
NaCl 259

Distile Su 1000 ml
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Seliilaz Uretim Ortam

Kat1 besiyerinde seliilaz aktivitesi tayin edilen Bacillus izolatlarinin sivi ortamda
biyiitillerek seliilaz  aktivitelerinin  kantitatif olarak 0Glglilmesi amaciyla
kullanilmistir (Shah et al., 2007).

Bilesenin Adi Miktan
Yeast Extract 12¢g
MgSO4.7H20 05¢9
K2HPO4 10¢
KNO3 39
FeSO4.5H20 0,01g
NH4SO4 159
CMC 59
Distile Su 1000 ml

3.1.2.2 Kullanilan Cozeltiler

3.1.2.2.1 Fosfat Tampon Cozeltisi (PBS)

Mc Farland standardi ile bakteriyal hiicre konsantrasyonlarinin belirleme
asamasinda, enzim aktivitesi caligsmalarinda ve santrifiij esnasinda gerekli olan

yikama iglemlerinde kullanilmistir (Demain, L. and Solomon, N.,1986).

Bilesenin Adi Miktan
NaCl 8¢
KCI 0,20 ¢
KH2PO4 0,24 g
Na2HPO4 1,449

Distile Su 1000 mL
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3.1.2.2.2 Mc Farland 0.5 Standardi

Tez ¢alismasi sirasinda kullanilan izolatlarin gerekli olan baslangi¢ sayilarinin
standardizasyonunda kullanilmistir. Bu standart ile izolatlarin baslangi¢ sayisi
1,5x10%8 kob/ml olarak belirlenmistir  (https:/microbenotes.com/mcfarland-
standards/).

Bilesenin Adi Miktan
%1 BaCl; 0,05 mL
%1 H2SO04 9,95 mL

Tablo 3.2 Mc Farland Standardi BaCl, ve H,SO4 Karisim Oranlarina Gore
Yaklagik Hiicre Sayisi

oFatana | o6tgach | 96180 | ot
(kob/ml)
0.5 0.05 9.95 1.5x10M8
1.0 0.1 9.9 3.0 x 10”8
2.0 0.2 9.8 6.0 x 10”8
3.0 0.3 9.7 9.0 x 10”8
4.0 0.4 9.6 12.0 x 1078
McFarland Standards

0.5SMFU 1.0MFU 20MFU 3.0MFU 4.0 MFU
B sonmmes B o B ammawe W
B oo 8 e B mmssges "

|
.
L
1

Sekil 3.1 Mc. Farland standardina gore bulaniklik gérselleri


https://microbenotes.com/mcfarland-standards/
https://microbenotes.com/mcfarland-standards/
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3.1.2.2.3 iyodin Soliisyonu

Amilaz enzim aktivitesinin kati besiyerinde tayin edilmesi asamasinda

kullanilmistir (De Moraes, 1995).

Bilesenin Adi Miktar
Iyodiin Stok soliisyonu 1mL
5M HCI 5mL

ivodin Stok Soliisyonu

Bilesenin Adi Miktar
|2 0’5 g
Kl 59
Distile Su 100 mi

3.1.2.2.4 %0.05 Kongo Kirmizis1 Bovasi Cozeltisi

Seliilaz enzim aktivitesinin kat1 besiyerinde tayin edilmesi asamasi ile biyofilm

olusumunun belirlenmesinde kullanilmistir.

Bilesenin Adi Miktar
Kongo Kirmizisi 0,259
Distile Su 500 mL

3.1.2.2.5 DNS ((Dinitro Salisilik Asit)) Cozeltisi

Enzim aktivitesi tayinlerinde, belirli inkiibasyon siireleri sonunda enzim
aktivitesinin durdurulmasi ve spektrofotometrik analiz i¢in gerekli renk skalasinin
tayini i¢in kullanilan ‘colorstop solution’ olarak adlandirilan ¢dzeltidir (Demain,

L. and Solomon, N.,1986).
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Bilesenin Adh Miktan
3,5-DNS (Sigma Aldrich) 1g
Na/K Tartarate Tetra Hidrat 309
2 M NaOH 20 mL
Distile Su 50 mL

Karisim, seffaf renk alana kadar manyetik karistiric1 iizerinde karigtirilir, seffaf

goriiniim aldiginda karigim distile su ile 100 mL’ye tamamlanir.

3.1.2.2.6 Sentetik Mide Sivisi Cozeltisi

Bilesenin Ad1 Miktar
NaCl 1g
Pepsin 3049
HCI 20 mL
Distile Su 50 mL

1l'lik cam siseye 2 g NaCl ve 3,2 g Pepsin tartiimis, Gzerine 7 mL HCI (1 M’lik)
eklenmistir. Son olarak sentetik mide sivisi saf su ile 1 L'ye tamamlanmistir.

Sentetik mide sivisinin pH’ s1 1 M’lik HCl ile 2,5’a ayarlanmustir.

Antimikrobival Duyarlilik Testi Diskleri

Antibiyotiklere duyarlilik testinin gergeklestirilmesinde amoksisilin (25ug),
tetrasiklin (30 pg), neomisin (30 pg), gentamisin (10 pg), penisilin (10 U),
streptomisin (10 pg), oksitetrasiklin (30 pg) , kanamisin (30 pg), eritromisin (15
ug) olarak 9 farkli antibiyogram diskleri kullanilmistir.

(http://www.alkimsaglik.com.tr/urunIerimiz/bioanalyse/antimikrobiyal-duyarliIik-testi-diskleri.html)

Uretim Optimizasyonunda Kullanilan Besiyerleri

Segilen bir Bacillus izolatinin iiretim optimizasyonunda kullanilan besiyerleridir.
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Optimum iretimin saglanmasi1 i¢in farkli kaynaklardan modifiye edilerek
belirlenmistir.

Biyokiitle Uretim Biyokiitle Uretim Biyokiitle Uretim
Ortami-1 Ortami-2 Ortami-3
(Saberi, F., et all., 2020) (Cho, J., et all.,2009) (Cho, J., et all.,2009; Kiiglik,
0., ve Korean J. 2006)
Melas Soya Unu Nisasta
Misir Islatma Surubu Kuru Maya Kuru Maya
(CSL)
MgSO4 MgS04.7H20 (NH4)2504
KoHPO4
KH2PO4

3.1.3 Kullanilan cihazlar

3.1.3.1 Hassas terazi

Mettler Toledo AL204 hassas terazi, kullanilan besiyerlerinin ve ¢ozeltilerin

hazirlanmasinda kullanilmistir.

3.1.3.2 Isiticihh manvyetik karistirici

Heidolph MR 3001 1siticili manyetik karistirici, kullanilan besiyeri ve diger
cozeltilerin istenilen kosullarda ve istenilen Ozelliklerde olmasi igin

homojenizasyonun saglanmasinda kullanilmistir.

3.1.3.3 Otoklav

Hirayama Hiclave HVE-50 marka ve model numarali otoklav gerekli
besiyerleri ve ¢ozeltilerin, sterilizasyonun saglanmasi amaci ile kullanilmistir.
Ayrica yapilan analizler sonucunda agiga cikan, mikrobiyolojik olarak bulasik
haldeki cam materyalin tekrar kullanilabilir hale getirilmesi ve tek kullanimlik
materyallerin ise ¢Ope atilmadan once tiim mikroorganizmalardan arindirilmasi

amaci ile kullanilmstir.

3.1.3.4 Pastor firim
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Binder marka 1sitict firmm, 180 °C’ de 1,5-2 saat tutularak calismalar i¢in

gerekli olan cam malzemelerin sterilizasyonu i¢in kullanilmistir.

3.1.3.5 inkiibatorler

Niive EN 120 inkiibator, 30 °C “de petri kiiltiivasyonlar1 i¢in kullanilmistir.

3.1.3.6 Calkalamal inkiibator

Certomat R-HK marka c¢alkalamali inkiibatér, sivi Kkiiltiirde hiicrelerin

gelisiminin saglanmasi i¢in kullanilmistir.

3.1.3.7 Santrifiij

Sigma 4K15 marka ve model numarali santrifiij hiicre hasadi igin +4 °C’ de

farkli rpm degerlerinde kullanilmstir.

3.1.3.8 pH metre

InoLab WTW pH metre hazirlanan besiyeri ve diger karigimlarin pH

degerlerinin kontrol edilerek ayarlanmasi amaci ile kullanilmistir.

3.1.3.9 Vorteks:

IKA-WERKE TTS 2 (test tube shaker) vorteks, dokme plaka yontemi ile canl
hiicre saymmlar1 yapilirken seyreltmelerin  homojen olabilmesi amaciyla
kullanilmastir.

3.1.3.10 Spektrofotometre

Amersham Biosciences marka Ultrospec 1100 pro (UV/Visible) model
numaral: spektrofotometre asi kiiltiirlerinin hazirlik asamasinda, hazirlanmis olan
asmin absorbansinin standardizasyonunda ve enzim aktivitelerinin belirlenmesi

asamasinda kullanilmistir.
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3.2. YONTEM
3.2.1. Calismada Kullanilan Bakterilerin Saflik Kontrolleri ve Aktiflestirilmesi

Calismada kullanilacak olan tim Bacillus izolatlari ve balik patojeni test
bakterilerinin her denemeye baslamadan once ¢izgi ekim yontemiyle saflik
kontrolleri ve aktiflestiriimesi yapilmistir. Bu yontemde NA besiyeri iceren
petrilerin bir kenarina 6ze yardimi ile bakterinin gizimi yapilmisir (Sekil 3.2).
Ardindan 06ze iyice atesten gegirilirek steril edildikten sonra petrinin bakteri
cizilen kenarindan petrinin diger bos bdlgesine dogru bakteri seyreltilmistir. Bu
islem petrinin 4 kenari icin her seferinde bir dnceki seyreltmeden olacak sekilde
tek koloni morfolojisinin gozlemlenebilmesi igin dikkatlice yapilmistir. Petriler

uygun sicaklik ve sure igin inkibe edilmistir (Ma and Chen, 2008).

Sekil 3.2 Petri plakasinda ¢izgi ekim yontemi
3.2.2. Dokme Plaka Yontemi

Yapilan farkli denemelerde canli hiicre sayilarinin belirlenebilmesi ig¢in
probiyotik &zellikleri incelenen Bacillus izolatlari, o6ncelikle 10 mL NB
besiyerinde 30 °C' de 24 saat aktiflestirilmistir. Ardindan izolatlardan 10"’ den 10
8¢ kadar ardigik seri diliisyonlar hazirlanngtir. Bu diliisyonlarin her birinin 1
mL’si steril petri kaplarina alinip {lizerlerine sicakligi yaklasik olarak oda
sicakligina gelmis olan NA besiyeri eklenmistir. Hiicre sayis1 belirlenecek olan
izolatlarin steril petri kaplarinda homojen dagilimini gozlemleyebilmek i¢in
calismanin gergeklestirildigi ylizeyde petriler 8 rakami c¢izilerek karistirilmistir.
NA dondugunda petriler ters ¢evrilerek 30 °C'de 48-72 saat inkiibe edildikten
sonra bakteri kolonileri ‘kob/ml’ olarak hesaplanir (Ma and Chen, 2008).
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3.2.3. Bacillus izolatlarinin Antibakteriyel Aktivitesinin Belirlenmesi

Bacillus izolatlarinin antibakteriyel aktivitesinin belirlenmesinde test
bakterileri olarak Aeromonas hydrophila, Vibrio anguillarum, Lactococcus
garvieae, Yersinia ruckeri olmak iizere balik patojeni dort farkli bakteri tiirii

kullanilmustir.

3.2.3.1 Karsit Cizgi (Cross-Streak) Yontemi ile Antibakteriyel Aktivitenin
Belirlenmesi

Antibakteriyel aktivitenin belirlenebilmesi icin gergeklestirilen karsit ¢izgi
yonteminde, bir giin 6nceden hazirlanmis olan her bir NA plakasinin bir kenarina
tek bir asilama cizgisi ile antibakteriyel aktivitesi belirlenmek istenen her bir
Bacillus izolati asilanmistir. 30 °C' de iki giin inkiibasyondan sonra her petri
plakasina, Bacillus izolatinin biiyiime ¢izgisine 90°'lik bir agida olacak sekilde tek
bir ¢izgi ile patojen bakterilerin (L. garvieae, Y. ruckeri, V. anglarium, A.
hydrophila) ekimi yapilmistir. Mikrobiyal etkilesimler, inhibisyon bdlgesinin
var/yok olusuna gore analiz edilmistir. Islem ii¢ tekrarli olarak gergeklestirilmistir

(Lertcanawanichakul and Sawangnop, 2008).

3.2.3.2. Agar Kuyucuk Yontemi ile Antibakteriyel Aktivitenin Belirlenmesi

Balik probiyotigi 6zellikleri incelenen Bacillus izolatlarinin her biri
oncelikle nutrient broth igeren tiiplerde 30°C’de 24 saat aktiflestirildikten sonra
250 ml’lik erlenlerde hazirlanmis 50 ml LB broth besiyerine %2 oraninda agilama
yapilarak 30°C’de 150 rpm’de 72 saat galkalamali inkiibatorde inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon tamamlandiginda kiiltir sivist 5000 rpm’de 10 dakika
santrifiijlendikten sonra supernatant uzaklastirilarak kalan hiicre pelleti 3 kez daha
steril fosfat tampon ¢ozeltisi ile yikanip santrifiijlenmistir. En son elde edilen
hiicre pelleti sik1 kapakli sisede 50 ml steril Fosfat Tampon ¢ozeltisi ile siispanse
hale getirilmistir. 10°-10° kob/ml sayisinda hiicre siispansiyonu elde edebilmek
amactyla hiicre siispansiyonlarinmn ardisik diliisyonlar1 (107, 102, 103, 104, 107)
yapilmistir. Test bakterilerinin ardisik seyreltilmig kiiltiir slispansiyonlarinin 600
nm dalga boyunda optik densiteleri Ol¢iilmiis ve her bir seyreltmedeki bakteri

sayilart (koloni olusturan birim/ml, kob/ml) 3.2.2 ’de anlatildig1 sekilde
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belirlenmistir. Siispanse kiiltiirlerin 600 nm dalga boyunda 6l¢iilen absorbans ile
bu absorbanslara karsilik gelen canli sayimlari hesaplanmis ve bir kalibrasyon
egrisi ¢ikarilmistir.  Bu islemlerin sonunda tiim denemelerde 10°-10° kob/ml
hiicre silispansiyonu elde edilen seyreltme agar kuyucuk yonteminde

kullanilmistir.

Agar kuyucuk yonteminde Mueller Hinton Agar plakas: yiizeyine 10°-
10° kob/ml sayisinda hiicre siispansiyonu 100 pl yayilmus, ardindan her petriye igi
bos steril cam ¢ubuklar kullanilarak 4 adet kuyucuk ac¢ilmis, bu kuyucuklardan 3
tanesine karsit ¢izgi yonteminde antibakteriyel etkisi gozlemlenen Bacillus
izolatlarinin Mc Farland 0.5’e gore ayarlanmis seyreltmelerinin 100 pl’ si siringa
filtreden gegirilerek eklenmistir. Islem {ic paralel olarak gerceklestirilmistir.
Geriye kalan bir kuyucuga ise negatif kontrol olarak 100 ul PBS eklenmistir.
Islemin pozitif kontrolii olarak 100 pg/ml amoksisilin 3 farkli petride her petrinin

merkezindeki kuyucuga 100 pl olacak sekilde doldurulmustur.

Bu islemlerin sonunda petriler diiz olarak 30 °C’lik inkiibatorde 24 saat
inkiibe edilmistir. 24 saatlik inkiibasyonun ardindan zon olusumu gozlenen her
petrideki zon g¢aplari milimetrik olarak cetvel yardimi ile Olgiilmiistiir

(Krishnamoorthy, 2012; Al-Thani, 2014).

3.2.4. Bacillus 1Izolatlarimn Antibiyotik Duyarhhgmin Disk Difiizyon
Yontemi ile Belirlenmesi

Antibakteriyel aktiviteye sahip oldugu belirlenen Bacillus izolatlarinin
antibiyotik duyarliliginin belirlenmesi i¢in TSB besiyerinde 30 °C’'de 24 saatlik
inkiibasyonunun ardindan her bir bakteri siispansiyonu 0,5 Mc Farland bulaniklik
standardina gore ayarlanmistir. Daha sonra 107 kob/ml sayisinda hiicre
stispansiyonu  elde  edebilmek amaciyla seyreltmesi yapilan hiicre
stispansiyonlarindan TSA plakas: yiizeyine 100 pl konarak aseptik kosullarda
steril L baget ile yayilmis ve incelenen ticari antibiyotik diskleri her bir Bacillus
izolat1 i¢in i¢in petrilerin her birinde ii¢ farkli antibiyotik diski olacak sekilde

yerlestirilmistir. Calisma 3 tekrarli olarak gergeklestirilmistir.
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Bu islemlerin sonunda petriler 30 °C’lik inkiibatérde 24 saat inkiibe
edilmistir. Inkiibasyonun ardindan, olusan inhibisyon zonlarinin mm cinsinden
yarigaplarinin  Ol¢iilmesi ile sonuglar elde edilmistir. Elde edilen yarigap
degerlerinden ¢aplar hesaplanmis ve ortalama ¢ap hesabi yapilmistir (Uma and
Rebecca, 2018; Ozcan and Onalan).

3.2.5. Bacillus izolatlarimin Mide Sivis1 Toleransinin Belirlenmesi

Bu yontemin uygulamasinda oncelikle baliklarin mide sivist yerine
kullanilacak olan sentetik mide sivisi 3.1.2.2.6 ‘da anlatildig1 sekilde

hazirlanmstir.

Incelenen Bacillus izolatlarmin NB besiyerinde 30 °C’de 24 saatlik
inkiibasyonunun ardindan 0.5 Mc. Farland bulaniklik standardina gore hiicre
siispansiyonlar1 ayarlanmistir. Hazirlanmis bakteri siispansiyonlarinin her birinden
%]1 oraninda sentetik mide sivisina asilanmistir. %1 oraninda bakteri
stispansiyonu ile asilanmis sentetik mide sivisi vorteksle karistirilarak
homojenizasyonu saglandiktan sonra 0. saatte 6rnek alinarak 3.2.2°de anlatildigi
sekilde canli hiicre sayimi1 (kob/ml) yapilmistir. Ardindan bakteri siispansiyonu ile
asilanmis bu sentetik mide sivis1 3 saat 30 °C’de inkiibe edilmistir. inkiibasyonun
sonunda vorteksle karistirilarak homojenizasyonu saglanan 3. saat O6rneginden
3.2.2°de anlatildig1 sekilde tekrar canli hiicre sayimi (kob/ml) yapilmistir. Sayim
yapilacak tiim petriler 30 °C’de 72 saatlik inkiibasyonun sonunda 0. ve 3. saat
orneklerinin canli hiicre sayilari (kob/ml) ile % Canlilik hesaplamalart yapilmistir

(Tokatl, et al., 2015; Asan Oziisaglam and Giinyakti, 2020).

N+ (kob/ml)
%Canhhk = x 100
Ni (kob/ml)

Nt : 3 saatlik inkiibasyon sonucundaki canli hiicre sayisi1 (kob/ml)

Ni : 0. saatteki canli hiicre sayisi (kob/ml)
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3.2.6. Bacillus izolatlarmin Asidik pH’larda Optimum Biiyiimesinin
Incelenmesi

Incelenen Bacillus izolatlariin NB besiyerinde 30 °C’de 24 saatlik
inkiibasyon ardindan, inkiibasyonu tamamlanan Bacillus izolatlar1 7000 rpm’de
santrifiij edilmistir. Hiicre peleti PBS ile ii¢c kez yikandiktan sonra pelet tekrar
PBS iginde ¢ozdiiriilmiis ve hiicre peleti 0,5 Mc Farland bulaniklik standardina
gdre ayarlanmistir. Incelenen her bir Bacillus izolat: i¢in pH’s1 1,0, 2,0 ve 4,0
yapilmis 10 mL’lik NB besiyerlerine 0,5 Mc Farland bulaniklik standardina gore
ayarlanmig hiicre silispansiyonundan 100’er pL asilanmustir.  Vorteksle
karigtirilarak homojenizasyonu saglanan farkli pH’ lardaki hiicre kiiltiirlerinde 0.
Saatte ve 3. saatte 3.2.2’de anlatildig1 sekilde canli hiicre sayimi (kob/ml)
yapilmistir. 0. ve 3. saat 6rneklerinin canli hiicre sayim (kob/ml) sonuglari ile %

Canlilik hesaplamasi yapilmistir. Deneme iki tekrarli olarak gerceklestirilmistir

(Ramesh et al., 2015).

N+ (kob/ml)

% Canlilik = x 100
Ni (kob/ml)

Nt : 3 saatlik inkiibasyon sonucundaki canli hiicre sayisi (kob/ml)

Ni : 0. saatteki canli hiicre sayisi1 (kob/ml)

3.2.7. Bacillus izolatlarinin Hidrofobik C6zgene Adhezyonunun Belirlenmesi

Cizgi ekimi yapilip, 30 °C’de 24 saat inkiibe edilen ve saf oldugu
belirlenmis Bacillus izolatlarinin taze kiiltiirleri, 250 ml lik erlenlerde hazirlanmis
50 ml nutrient broth besiyerine asilanmis ve ardindan 150 rpm’de 30 °C'de 14 saat
inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasi kiiltiir sivilar1 7000 rpm’de 20 dakika
santrifiij edildikten sonra elde edilen hiicre peleti arka arkaya iki kez PBS
soliisyonu (pH 7,4) ile yikanip, yine PBS soliisyonu ile siispanse edilmistir. 540
nm' de dlgiilerek 107 kob/mL'lik bir konsantrasyon ile absorbansi yaklasik 0,5
(A0)' e ayarlanmistir. Daha sonra ii¢ mL bakteri siispansiyonuna bir mL ksilen

eklenerek, ksilen ve hiicre siispansiyonunun homojen karigmasi i¢in 30 saniye



43

vorteksle karistirilmis ve sicakligin dengelenmesi i¢in 30°C'de 10 dakika inkiibe
edilmistir. Karigim tekrar kisaca vorteksle karistirildiktan sonra faz ayrimi igin
30°C'de 30 dakika daha inkiibe edildikten sonra sulu faz dikkatlice ayrilmis ve
sulu fazin 540 nm' de absorbansi dl¢tilmiistiir (Armas et al., 2017; Feng et al.,
2017).

Bakterilerin adezyon solvente baglanma yetenekleri asagidaki formiil

kullanilarak hesaplanmustir.

Bakterilerin Adezyon Solvente Baglanma Yetenekleri (The Bacterial
Adhesion to Solvent) (BATS):

BATS (%) = [ (Ao-At) / Ao ]*100

Burada, At ve AO, sirasiyla karigtirmadan sonra sulu fazin absorbansini ve orijinal siispansiyonun
absorbansini temsil etmektedir (Feng et al., 2017)

3.2.8. Bacillus izolatlarimin Safra Toleransinin Belirlenmesi

Incelenen Bacillus izolatlarinm 30 °C derecede bir giin inkiibasyonunun
ardindan 0.5 Mc. Farland bulaniklik standardina gore hiicre siispansiyonlar1 (108
kob/ml) ayarlanmistir. Hiicre siispansiyonundan %1, %2,5, %5 ve %7,5 oraninda
safra tuzlari iceren 10 mL NB besiyerlerine %2 oraninda asilanarak 30 °C’de 3 ve

6 saat inkiibe edilmistir.

0. saatte ve ardindan 3 ve 6 saatlik inkiibasyonlarin sonunda 6rneklerden
3.2.2°’de anlatildig1 sekilde canli hiicre saymmi (kob/ml) yapilmistir. Sayim
yapilacak tiim petriler 30 °C’de 72 saatlik inkiibasyonun sonunda 0. saat, 3. saat
ve 6. saat drneklerinin canli hiicre sayilar1 (kob/ml) ile % Canlilik hesaplamalari

yapilmistir (Thankappan et al., 2015).

Nt (kob/ml)
%Canlilik = x 100
Ni (kob/ml)

Nt : 3ve 6 saatlik inkiibasyon sonucundaki canli hiicre sayisi (kob/ml)

Ni : 0. saatteki canli hiicre sayisi1 (kob/ml)
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3.2.9. Bacillus izolatlarmin inhibitér Enzim Aktivitelerinin Belirlenmesi

Probiyotik ozellikleri incelenen Bacillus izolatlarinin baliklarin yasadigi
sucul ¢evredeki Kirliliklerin giderilmesi ve ihtiyag duyduklari besin maddelerinin
alinmasinda etkili oldugu bilinen 4 farkli enzim igin enzim aktivitesi tayini kati

besiyerinde ve sivi kiiltiir ortaminda incelenmistir.

3.2.9.1. Proteaz Aktivitesinin Belirlenmesi

Kati Besiyerinde Proteaz Aktivitesinin Taranmasi

Proteaz enzim aktivitesi belirlenecek olan Bacillus izolatlar1 nutrienth broth
besiyerinde 24 saat 30 °C’de inkiibe edilerek aktiflestirilmistir. Kat1 besiyerinde

proteaz enziminin belirlenmesi i¢in ‘”’Proteaz Aktivitesini Tarama Besiyeri”’

hazirlanarak, aktif kiiltiirden 6ze yardimiyla bir cm’lik bir ¢izgi olacak sekilde
petri plagina ekim yapilmustir. 72 saat 30 ‘C’de inkiibasyondan sonra ¢izgi
boyuncabiiyiiyen ve seffaf zon olusturan izolatlar proteaz aktivitesi pozitif olarak
kabul edilmistir. Zon ¢aplarina bagli olarak ise sonuglar gozle degerlendirilerek
petriler arasinda kiyaslama (-), (+), (++), (+++) (Tablo 3.3) seklinde yapilmistir
(Carrim, 2006).

Tablo 3.3. Enzim aktivitelerinin petri plaginda 6lgiilen seffaf zon ¢aplarina goére
degerlendirilmesi

Yok -
Cok Az +
Tyi ++
Cok Iyi +++

Siv1 Besiyerinde Proteaz Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi;

Kat1 besiyerinde proteaz aktivitesi gosteren izolatlarin sivi besiyerinde

proteaz enzim aktivitelerinin belirlenmesi amaciyla;

250 ml’lik erlenlerde 100 ml olacak sekilde proteaz iretim ortami
hazirlanmistir. Bu ortama 24 saat 30°C’de inkiibe edilmis as1 kiiltiirii %2 oraninda
inokiile edilmistir. Erlenler calkalamali inkiibatorde 30°C 180 rpm’de 72 saat
inkiibe edilmistir.
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Inkiibasyon sonunda, 0,1 M fosfat buffer (pH 7.0), 450 ul azokazein ve 50 ul
enzim sivisi 50 °C, 30 dakika reaksiyona girmesi i¢in bekletilmistir. Siire sonunda
reaksiyonun sonlandirilmasi i¢in 250 pl trikloroasetik asit eklenmistir. 5 dakika
8000 rpm’de santrifiijiin ardindan 600 pl supernatant ve 600 pl NaOH

karistirllmistir. 450 nm’de absorbans degerine bakilmustir.

Enzim miktari, asagidaki formiile gére hesaplanmuistir;

1 U Proteaz = (Abs / 0,01) / 30 x 20 (Chun et al., 2002).

3.2.9.2. Amilaz Aktivitesinin Belirlenmesi

Standart Egrisinin Olusturulmasi;

Standart egrinin olusturulmas: i¢in Oncelikle, %?2’lik Maltoz c¢ozeltisi
hazirlanmistir. Bunun i¢in 2 gr Maltoz 100 mL saf suda c¢ozdirilmistiir.
Ardindan bu ¢o6zeltiden 0.2 mL, 0.4 mL, 0.6 mL, 0.8 mL ve 1 mL’lik
konsantrasyonlarda ardisik diliisyonlar hazirlanmistir. Ornek vermek gerekirse;
%2’lik Maltoz ¢6zeltisinden 1 cam tiipe 0.2 mL (200 pL) alind1 {izeri 2 mL’ ye saf
su ile tamamlanmistir. Elde edilen ¢dzeltinin konsantrasyonu 200 ppm (mg/L)’dir.
Bu islem diger diliisyonlar i¢cinde ayr1 ayri1 gerceklestirilmistir. Hazirlanan her
farkli konsantrasyondaki 2mL’lik diliisyonlara 1’er mL DNS ¢ozeltisi eklenmistir.
Hazirlanan her 3mL’lik diliisyon vorteksle karistirilip, 100 °C de su banyosunda
15 dk inkiibe edilmistir.

Inkiibasyonun ardindan oda sicakhigina gelen farki konsantrasyonlardaki
maltoz ¢ozeltilerine 9 mL saf su eklenerek tekrar vorteksle karistirtlmistir. 540 nm
de absorbanslar1 belirlenerek konsantrasyona (x) karsilik gelen absorbans (y)

degerleriyle standart grafigi olusturulmustur.
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Maltoz Standart Grafigi =0,0008x - 0,0155
R?=0,9995

0,6

Absorbans ((r;m)
o o o o O
= N w H (9]

o

0 200 400 600 800 1000 1200

Maltoz Konsantrasyonu (mg/L)
Sekil 3.3 Maltoz standart grafigi

Kat1 Besiyerinde Amilaz Aktivitesinin Taranmasi;

Hankin ve Anagnostakis (1975), ait metot modifiye edilerek kullanilmustir.
Amilaz enzim aktivitesi belirlenecek olan Bacillus izolatlar1 nutrienth broth
besiyerinde 24 saat 30 ‘C’de inkiibe edilerek aktiflestirilmistir. Kat1 besiyerinde
amilaz enziminin belirlenmesi i¢in *’’Amilaz Aktivitesini Tarama Besiyeri’”’
hazirlanarak, aktif kiiltiirden 6ze yardimi ile bir cm’lik bir ¢izgi olacak sekilde
petri plagina ekim yapilmustir. 72 saat 30 °C’de inkiibasyondan sonra petriler 10
dakika boyunca iyodin soliisyonu ile muamele edilmistir. 10 dakikanin sonunda
petriler saf su ile yikanarak sonuglar kontrol edilmistir. Mavi siyah renge boyanan
petride bakteri Kkolonisi etrafin olusan seffaf zon pozitif sonu¢ olarak kabul
edilmistir. Zon ¢aplarina bagl olarak ise sonuglar Tablo 3.3te belirtildigi sekilde

gozle degerlendirilmistir.

Sivi Besiyerinde Amilaz Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi;

Kat1 besiyerinde amilaz aktivitesi gosteren izolatlarin Sivi besiyerinde

amilaz enzim aktivitelerinin belirlenmesi amaciyla;
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250 ml’lik erlenlerde 100 ml olacak sekilde amilaz {iretim ortami
hazirlanmistir. Bu ortam 24 saat 30°C’de inkiibe edilmis as1 kiiltiiri ile %2
oraninda inokiile edilmistir. Erlenler calkalamali inkiibatdrde 30°C 180 rpm’de 72

saat inkiibe edilmistir.

Inkiibasyon sonunda Orneklerden 2 mL santrifiij tiipiine alinarak 3500
rpm’de 20 dk santrifiij edilmistir. Cam tiiplere 1’er ml nisasta ¢ozeltisi
eklenmistir. Orneklerin siipernatant kismindan bu nisasta iceren tiiplere 1’er mL
eklenmistir. 1 tiipe 6rnek yerine kor i¢in kullanilmasi i¢in 1 mL saf su eklenmistir.
Ardindan her bir tiip vorteksle homojen sekilde karistirilip, su banyosunda 40 °C’
de 3 dk inkiibe edilmistir.

Uc dakikalik inkiibasyonun sonunda her bir tiipe durdurucu (colorstop)
olarak 1 mL DNS eklenmis ve vorteksle karistirilmistir. 100 °C su banyosunda 15
dk bekletilen tiiplere siirenin sonunda oda sicakligina geldiginde 9’ar mL saf su
eklenmistir. Vorteksle karistirilan her bir Ornegin absorbansi belirlenmistir.
Sonugta standart egrisinin denkleminde absorbans degerleri yerine konularak

konsantrasyon hesaplamasi yapilmistir.

3.2.9.3. Lipaz Aktivitesinin Belirlenmesi

Standart Egrisinin Olusturulmasi;

p-Nitro Fenol Standart Grafigi ¥ = 0,1295x+ 0,22
R? =0,9788

w »
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Sekil 3.4 p-Nitro Fenol standart grafigi
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Kati Besiyerinde Lipaz Aktivitesinin Taranmast;

Lipaz enzim aktivitesi belirlenecek olan Bacillus izolatlar1 nutrienth broth
besiyerinde 24 saat 30 "C’de inkiibe edilerek aktiflestirilmistir. Kat1 besiyerinde
amilaz enziminin belirlenmesi i¢in ¢’Lipaz Aktivitesini Tarama Besiyeri’”’
hazirlanarak, aktif kiiltirden 6ze yardimi ile bir cm’lik bir ¢izgi olacak sekilde
petri plagina ekim yapilmistir. 72 saat 30 ‘C’de inkiibasyondan sonra bakteri
kolonisi etrafindaki graniiler ¢okeltiler pozitif sonug olarak degerlendirilmistir.
Zon cgaplarina bagl olarak ise sonuglar Tablo 3.3’te belirtildigi sekilde gozle
degerlendirilmistir. Graniiler ¢okeltilerin gézlenmesi oldukca dikkatli yapilmali,
koloni morfolojisi ile graniiler ¢okeltiler birbirine karigtirllmamalidir (Carrim,

2006).

Sivi Besiyerinde Lipaz Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi;

Kat1 besiyerinde lipaz aktivitesi gosteren izolatlarin sivi besiyerinde lipaz
enzim aktivitelerinin belirlenmesi amaciyla;

250 ml’lik erlenlerde 100 ml olacak sekilde lipaz tretim ortami
hazirlanmistir. Bu ortam 24 saat 30 ‘C’de inkiibe edilmis as1 kiiltiirii ile %2
oraninda inokiile edilmistir. Erlenler calkalamali inkiibatdrde 30°C 180 rpm’de 72
saat inkiibe edilmistir.

Enzim aktivitesi Sigurgisladottir et al., (1993)’{in metodu modifiye edilerek
belirlenmistir. pH ’1 7,8 olarak ayarlanmis 0,05 M fosfat tamponunun 0,8 ml ’si
ile 0,1 mL 6rnek ve 0,1 mL 0,001 M p-nitrophenyl laurate karistirtlmigtir. 37 °C
de 10 dakika inkiibasyonun ardindan 0,1 M Na,CO; ‘tan 0,25 mL eklenmistir.
Karisim 7500 rpm’de 5 dakika santrifiijlenmis ve supernatantin absorbansi: 420
nm’de spektrofotometrede okunmustur. Toplam enzim aktivitesi U/ml olarak
ifade edilmistir.

3.2.9.4. Seliilaz Aktivitesinin Belirlenmesi

Standart Egrisinin Olusturulmasi;

Standart egrinin olusturulmasi igin Oncelikle, %2,5’lik Glikoz ¢6zeltisi
hazirlanmistir. Bunun igin 2gr. Glikoz 100 mL saf suda ¢ozdiriilmiistiir. Ardindan
bu c¢ozeltiden 0.125 mL, 0.25 mL, 0.5 mL, 0.75 mL 1 mL ve 1,25 mL’lik
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konsantrasyonlarda ardisik diliisyonlar hazirlanmistir. Hazirlanan her farkli
konsantrasyondaki 2mL’lik diliisyonlara 1’er mL DNS ¢ozeltisi eklenmistir.
Hazirlanan her 3mL’lik diliisyon vorteksle karistirilip, 100 °C de su banyosunda
15 dk inkiibe edilmistir.

Inkiibasyonun ardindan oda sicakhigina gelen farki konsantrasyonlardaki
glikoz c¢ozeltileri tekrar vorteksle karistirilmistir. 540 nm’ de absorbanslari
belirlenerek konsantrasyona (x) karsilik gelen absorbans (y) degerleriyle standart

grafigi olusturulmustur.

Glikoz Standart Grafiéiy
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Sekil 3.5 Glikoz standart grafigi
Kat1 Besiyerinde Seliilaz Enzim Aktivitesinin Taranmasi;

Seliilaz enzim aktivitesi belirlenecek olan Bacillus izolatlar1 nutrienth broth
besiyerinde 24 saat 30 "C’de inkiibe edilerek aktiflestirilmistir. Kat1 besiyerinde
amilaz enziminin belirlenmesi igin ¢’’Seliillaz Aktivitesini Tarama Besiyeri’”’
hazirlanarak, aktif kiiltiirden 6ze yardimi ile bir cm’lik bir ¢izgi olacak sekilde
petri plagmna ekim yapilmistir. 72 saat 30 ‘C’de inkiibasyonun sonunda petriler
taze hazirlanan 0,05 %’ lik Kongo kirmizisi boyasi ile 10 dakika muamele
edilmistir. 10 dakika sonra ise boyanin tamamen temizlenebilmesi igin petriler 1M
NaCl ile ti¢ defa ikiser dakika yikanmistir. Pembe kirmizi boyanan petrilerdeki

bakteri kolonileri etrafindaki seffaf zon seliilaz pozitif olarak kabul edilmistir. Zon
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caplarina bagli olarak ise sonuglar Tablo 3.3’te belirtildigi sekilde gozle
degerlendirilmistir. (Hankin and Anagnostakis, 1975).

Sivi Besiyerinde Seliilaz Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi;

Kat1 besiyerinde seliilaz aktivitesi gosteren izolatlarin sivi besiyerinde seliilaz

enzim aktivitelerinin belirlenmesi amaciyla;

250 ml’lik erlenlerde 100 ml olacak sekilde selillaz {iretim ortami
hazirlanmistir. Bu ortam 24 saat 30 ‘C’de inkiibe edilmis as1 kiiltiirii ile %2
oraninda inokiile edilmistir. Erlenler ¢alkalamali inkiibatérde 30 ‘C 180 rpm’de 72

saat inkiibe edilmistir.

Inkiibasyon sonunda o6rneklerden iki mL santrifiij tiipiine alinarak 8000
rpm’de 20 dk santrifiij edilmistir. Cam tiiplere birer ml CMC ¢ozeltisi eklenmistir.
Omneklerin siipernatant kismindan bu CMC igeren tiiplere birer mL eklenmistir.
Bir tiipe 6rnek yerine kor igin kullanilmasi i¢in 1 mL saf su eklenmistir. Ardindan
her bir tiip vorteksle karistirilip, su banyosunda 50 ‘C’ de 10 dk inkiibe edilmistir.
10 dk’lik inkiibasyonun sonunda her bir tiipe durdurucu (colorstop) olarak bir mL
DNS eklenmis ve vorteksle karistirilmistir. 100 “C su banyosunda 10 dk bekletilen
tiiplere siirenin sonunda oda sicakligina gelen ve vorteksle karistirilan her bir
Ornegin absorbansi belirlenmistir. Sonugta standart egrisinin denkleminde

absorbans degerleri yerine konularak konsantrasyon hesaplamasi yapilmstir.

Enzim Aktivite Miktarimin Hesaplamasinda Kullanilan Denklem;

AA (Aésrnek-Axsr)* Total Volume (13 mL)*Seyreltme Faktorii (1)

U/mL=
Inkiibasyon Siiresi (3 dk)* Enzim Miktar1 (ImL)*Egim

U/mL= 1 dk icinde Uretilen mol cinsinden enzim miktari

3.2.10. Bakteriyel Tutunma Testi

3.2.10.1 Tutunma Testi icin Bakteri Kiiltiirlerinin Hazirlanmasi
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Incelemesi yapilan Bacillus izolatlar1 24 saat 30 °C’de inkiibe edilmistir.
Ardindan 7000g’de 5 dakika santrifiij edilip ti¢ kez PBS ile yikama yapilmistir.
0.5 Mc. Farland bulaniklik standardina gére ayarlanmis hiicre sispansiyonlari
(108 kob/ml) Dulbecco Modifiye Eagle/F12 (DMEM/F12) ortamina aktarilmustir.
DMEM/F12 ortaminin hacmi, son eklenen PBS’in hacmi ile esit olarak

kullanilmustir.

3.2.10.2 Hiicre Kiiltiirii Hazirlama

Insan kolorektal adenokarsinom hiicreleri (Caco-2) hiicreleri, %10 fetal sigir
serumu (FBS), 2 mM L-glutamin, 100 pg/ml streptomisin ile takviye edilmis
DMEM/FI12 igerisinde kiiltiire edilmistir ve %5 CO02 igeren nemlendirilmis bir

atmosferde 37 °C' de inkiibe edilmistir.

Hiicrelerin bakimi1 en az bir hafta siirdiiriilmiis ve ortama adaptasyonlari
saglanmisgtir.  Konfluense ulasan hiicrelerin  sayimi  Neubar laminda
gerceklestirilmistir ve 24 gozlii plate'e 500 uL hacminde, 10° hiicre/ml hiicre
konsantrasyonunda  ekilmistir. 24 saat inkiibasyonun sonunda ortam
uzaklastirllmis ve antibiyotiksiz %10 serumlu DMEM/F12 ortami ile ortam
degisikligi gerceklestirilmistir. 48. saatte, bakteri inokiilasyonundan 2 saat Once
hiicrelerin ortam1 wuzaklastirilip antibiyotiksiz ve serumsuz DMEM / FI2

ortamindan 450 pL hacim ilavesi ile tazelenmistir.

3.2.10.3 Bakteri Kiiltiirii ve Hiicre Kiiltiiriiniin co-Kiiltiiri

Birinci boliimiinde hazirlanan bakteri kiilttirii (50 pL), ikinci boliimiinde
hazirlanmig olan hiicre kiiltiirliniin (450 pL) fzerine inokiile edilmistir.
Varsayimmsal olarak son bakteri konsantrasyonu 107 kob/ml olarak kabul

edilmistir.

Inokiilasyon sonrasi plate 37 °C'de dort saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon
sonras1 kontrol kuyucuklart direk seri diliisyonlar hazirlanarak MRS/M17 Agar
lizerine yayma plak ile ekilmistir. Bakteri ve hiicre kiiltiirii kuyucuklarinda ise
inkiibasyon sonrasi iist faz uzaklastirilmis ve birer ml'lik PBS (pH 7,4) ile ti¢ defa
yikanmigtir. Yikama iglemi sonrasi iki ml %1 (v/ v) Triton X-IDO igeren PBS



52

ilave edilmis ve 37 °C'de 15-20 dk inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasi seri
diliisyonlar hazirlanip 6rneklerden 3.2.2°de anlatildig1 sekilde canli hiicre sayimi
(kob/ml) yapilmistir. Kontrol gruplar1 i¢in, herhangi bir bakteriyel gelisme olmasi

beklenmemektedir.

3.2.11. Hemolitik Aktivitenin Belirlenmesi

Hemolitik aktivitesi belirlenecek olan Bacillus izolatlar1 nutrienth broth
besiyerinde 24 saat 30 °C ’de inkiibe edilerek aktiflestirilmistir. Taze Bacillus
kiiltiirleri %5 (agirlik / hacim) steril insan kani igeren Columbia agar plakalari
tizerinde t¢ tekrarli ekilmis ve 30 °C 'de 30 saat inkiibe edilmistir. Kan agar
plaklar1 B-hemoliz (kolonilerin etrafindaki agik bolgeler), a hemoliz (kolonilerin
etrafindaki yesil renkli bdlgeler) veya y-hemoliz (kolonilerin etrafindaki bolgeleri

yok) belirtileri ag¢isindan incelenmistir (Argyri, et al., 2013).

3.2.12. Koagiilaz Aktivitesinin Belirlenmesi

Koagiilaz aktivitesi belirlenecek olan Bacillus izolatlar1 3.2.1 ‘de anlatilan
yontemle aktiflestirilmistir. Calisma da gerekli olan insan kan serumu igin insan
kant 7000 rpm °‘de 15 dakika santrifiijlenmistir. Steril cam tiipte taze kan
serumundan 0,5 ml ve aktiflestirilmis s1v1 hiicre kiiltiiriinden 0,5 ml olacak sekilde
esit hacimlerde birlestirilmistir. Kan serumu ve hiicre siispansiyonunun vorteks ile
homojenizasyonu saglanmistir. Ardindan 6rnekler 24 saat 30 "C’de inkiibe
edilmis, alt1 saat araliklarla piht1 olusumu incelenmistir. Denemede pozitif kontrol

olarak S. aureus kullanilmigtir.

3.2.13. Biyofilm Uretiminin Belirlenmesi

Biyofilm {iretimini belirlenecek olan Bacillus izolatlart nutrienth broth
besiyerinde 24 saat 30 °‘C’de inkiibe edilerek aktiflestirilmistir. Kongo Kirmizisi
Agar (CRA) ortam1 hazirlamak i¢in, Brain Heart Infusion, Agar, siikroz ve Kongo
kirmizis1  indikatorii  kullanilmistir.  Kongo kirmizis1  indiikatorii, diger
bilesenlerden ayri olarak otoklavlanmis ve kongo kirmizisi, besiyeri sicakligl 45-
50 °C’ye geldiginde eklenmistir. Taze Bacillus kiiltiirleri, Kongo kirmizis1 agar
besiyerine iki tekrarli olacak sekilde ekilmis ve 30 °C' de 30 saat inkiibe
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edilmistir. Kuru kristal kivamma sahip siyah koloniler, biyofilm {iretimini
gostermektedir. Deney iki kopya halinde yapilmis ve ii¢ kez tekrarlanmistir
(Carrim, 2006).

3.2.14. Secilen Bacillus izolatinin Laboratuvar Olceginde Uretim
Optimizasyonu

Probiyotik olma 6zellikleri incelenen izolatlardan en iyi sonuglara sahip olan
bir tanesi se¢ilmistir. Bu izolat i¢in belirlenen uygun besiyeri kullanilarak tiretim
stiresi belirlenmistir. Siirenin belirlenmesinin ardindan ortamdaki karbon (C) ve

azot (N) kaynagini faktor olarak kabul ettigimiz ekonomik maliyetli bir tiretim

ortaminin belirlenmesi icin RSM ¢aligmasi1 yapilmastir.

3.2.14.1 Secilen Bacillus izolati icin inkiibasyon siiresinin belirlenmesi

Secilen Bacillus izolatinin iiretim esnasinda maksimum biiylimeyi gosterdigi
zamanin tam olarak belirlenebilmesi icin NB besiyerinde biiylime egrisi

cikartilmistir.

Segilen Bacillus izolatinin 24 saatlik aktif kiiltiiriinden as1 kiiltiirii elde etmek
icin steril 250 mL ‘lik erlen igerisinde 50 mL NB besiyeri hazirlanmistir.
Hazirlanan besiyerine Bacillus izolatinin inokiilasyonu yapilmis, ardindan 24 saat
30 °C 150 rpm ‘de inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrast 500 mL °‘lik steril
erlenlerde 100 mL NB besiyeri hazirlanmis ve as1 kiiltiirlinden %2 oraninda
inokiilasyon yapildiktan sonra 30 °C 150 rpm ‘de 72 saat boyunca inkiibe
edilmistir. Deneme iki tekrarli olarak gergeklestirilmistir. Inkiibasyon siiresi
boyunca bu besiyerinin bulundugu erlenden 0., 6., 11., 24., 30., 35., 48., 54., 59.
ve 72. Saatlerde 3.2.2 ‘de belirtildigi sekilde canli hiicre sayimi yapmak {izere
aseptik kosullarda birer mL 6rnek alinmistir. Inkiibasyon siiresince birer mL
alinan kiiltiir sivilari ile 10 ‘a kadar ardisik diliisyonlar olusturulmustur. 10°, 10°
6 107, 108, 10° ’luk seyreltmelerden steril petrilere birer mL aktarildiktan sonra
tizerine 45-50 °C ‘ye sogutulmus NA dokiilerek katilasana kadar yavasga
karistirilmis ve 24 saat 30 °C ‘de inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonucunda canli
hiicre sayis1 mililitrede koloni olusturan birim (kob/mL) cinsinden hesaplanmistir

(Kumar vd., 2015).
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3.2.14.2 BiyoKkiitle iiretim ortam iceriginin optimizasyonu

Calismada, Bacillius spp. nin biyokiitle tiretimi amaciyla ucuz karbon (C) ve
azot (N) kaynaklar1 kullanilarak ekonomik bir iiretim ortami tasarlanmasi
amaglanmistir. Bunun igin dncelikle segilen bir Bacillus spp. izolati i¢in 3 farkli
tiretim ortam1 denenmistir (Saberi, F. et all.,2020; Arrebola vd., 2019; Cho, J. Et
all., 2009).

Tablo 3.4. Uretim optimizasyonu igin denenen ii¢ farkl besiyeri

Biyokiitle Uretim Biyokiitle Uretim Biyokiitle Uretim
Ortami-1 Ortami-2 Ortami-3
Melas Soya Unu Nisasta
Misir Islatma Surubu Kuru Maya Kuru Maya
(CSL)
MgSO4 MgS04.7H20 (NH4)2504
K2HPO4
KH2PO4

Incelenen ii¢ farkl1 besiyerinde kullanilan karbon ve azot kaynaklarinin biyokiitle
liretimine etkileri incelenmistir. Istatistiksel deney tasarimi igin faktdr sayisini
azaltmak adina en yiiksek biyokiitle tiretiminin gergeklestigi besiyeri-1 ortami baz
alinip karbon kaynagi olarak melas segilmistir. Hem ucuz hem de temin etmesi
kolay olmasi agisindan yiiksek biyokiitle liretimi saglayacag diisiiniilen soya unu
ve gliserol N kaynaklar1 olarak segilmistir (Saberi, F. et all.,2020; Kumar vd.,
2015; Haggag ve El Soud, 2012).

3.2.14.3 RSM kullanilarak optimum iiretim ortami iceriginin miktarinin

belirlenmesi

Biyokiitle itiretimi lizerine etki eden C ve N kaynagi faktorlerinin optimum
degerleri, literatiirden belirlenen alt ve {ist limitleri ile Design Expert (Versiyon

7.0) programinin RSM algoritmasinda yer alan Box-Behnken tasarimi yardimiyla
tespit edilmistir. Bu algoritma ile biyokiitle iiretim ortami1 i¢in Onemli
degiskenlerin optimizasyonu gerceklestirilmistir. Ug faktor i¢in formiile edilmistir

(Sekil 3.6). Bu yazilim programi, bu faktdrlerin belirlenen alt ve iist limitlerine
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gore 17 farkli iiretim ortami ve buna bagh olarak 17 adet deneme seti elde
edilmistir. Elde edilen deneme setleri verilerinin her biri bir tekerrriirlii olarak
gerceklestirilmistir. Deneme setleri igerigindeki Bacillus izolatinin biyokiitle
liretimi i¢in tasarimin yanitini bir mL fermentasyon sivisindaki canli hiicre sayilar

(kob/mL) temsil etmektedir.

&

File Edit Display Options _Design Tools Help
| & [oe[@] &2
Factorial Box-Behnken DeSIQn

Each numeric factor is varied over 3 levels. If categorical factors are added, the Box-Behnken design
than 3-Level Factorials.

Combined
Mixture

Response Surface

MNumeric Factors: |3 | (3-21)
Categoric Factors: |0 | (0to 10)

Central Composite

Box-Behnken < | mame | unts | -1ievel | +1Leven
LG AR A:|Gliserol (L) 0 15
Miscellaneous

D-optimal B:|soya Unu (glL) 1 5
Distance-Based ¢: | melss (L) D15

User-Defined
Historical Data

Center Points per block: |5 17 Runs

Blocks: |1 -

Sekil 3.6. Faktorlerin Box-Behnken matrisindeki alt-iist limitleri.

3.2.14.4 Optimizasyon modelinin dogrulanmasi

Istatistiksel deney tasarmm ile elde edilen deneme desenleriyle gerceklestirilen
denemelerle en yliksek biyokiitle iiretimini saglayan iki adet deneme seti
secilmistir. Secilen bu iki deneme setinin laboratuvar kosullarinda her birinin {i¢

tekerriirlii olarak dogrulamasi gergeklestirilmistir.
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4. BULGULAR ve TARTISMA

Kiiresellesme siirecinde, yenilebilen baliklarin tiikketiminin 2030 yilina kadar
165 milyon tona ulasacagi projelerle ortaya konmustur (EKinci ve ark.,2005). Bu
nedenle alternatif balik tiirlerinin ve balik beslemede kullanilan uygun yem
iceriklerinin belirlenmesi biiyiikk 6nem arz etmektedir. Diinya niifusunun artmasi
ve giin gegtikge azalan dogal tiiketim kaynaklari ¢agimiz bilim insanlari gesitli

arayislara itmistir.

Kiiltiir balik¢ihiginda antibiyotikler yillardir biiyiimeyi tesvik etmek, verim
artig1 saglamak ve hastaliklardan korunmak amaciyla kullanilmis olup; uzun siire
antibiyotik kullanimi ise ortamda direngli bakterilerin gelismesine ve triinde
kalinti problemine yol agmaktadir. Bu nedenle hastaliklarin etkili bir sekilde
kontrolii  ve bulagsmanin  Onlenmesi, baliklarin  bagisiklik  sisteminin
giiclendirilmesi, sindirebilirligin artmasi, yem maliyetinin azalmasi, larval
donemdeki mortalitenin azaltilmasi, biiyiimede artisin saglanmasi, canli agirlik
kazanci, stresin olumsuz etkilerinden uzaklasilmasi1 gibi nedenlerden dolay1 son
yillarda yemlerde probiyotikler, prebiyotikler ve enzimler gibi katki maddeleri

alternatif olarak kullanilmaktadir.

Balik  probiyotikleri, bir veya birkag yararli mikroorganizmanin
kombinasyonundan meydana gelen, baliklarda sindirim sisteminde bulunan
faydali mikroorganizmalarin sayisini arttiran, yemden maksimum diizeyde
yararlanmay1 saglayan biyoteknolojik yem katki maddeleridir (Karademir ve
Karademir, 2003). Probiyotikler sindirim sisteminin diizenlenmesinde, biiyiimenin
arttirilmasinda,  bagisiklik  sisteminin  ve  hastaliklara karsi  direncin

giiclendirilmesinde biiyiik 6neme sahiptir (Can ve ark., 2011)

Bu tez g¢alismasi kapsaminda ¢esitli kaynaklardan izole edilmis Bacillus
izolatlarmin ¢esitli balik patojeni bakterilere karsi antibakteriyel aktiviteye sahip
olanlar1 belirlendikten sonra bu izolatlarin, probiyotik olma o&zellikleri

incelenmistir.
Asagida bu 6zelliklerin incelenmesiyle elde edilen sonuglar yer almaktadir.

4.1. Bacillus izolatlarimin Antibakteriyel Aktivitesinin Belirlenmesi
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4.1.1. Karsit Cizgi (Cross-Streak) Yontemi ile Antibakteriyel Aktivitenin
Belirlenmesi
Karsit ¢izgi yontemi, antibakteriyel aktivitenin belirlenmesinde kullanilan
basit bir yontemdir (Sekil 4.1). Bu ydntemde test bakterilerinin inkiibasyon

suresinin belirlenmesi onemli bir kriterdir.

Sekil 4.1 Karsit ¢izgi yontemiyle antibakteriyel aktivitenin belirlenmesi

Tablo 4.1’de, deneme sonucunda antibakteriyel aktivite gosteren Bacillus
izolatlarina yer verilmistir. Tabloda da goriildiigii tizere 75 adet Bacillus izolatinin
en az | patojene karsi antibakteriyel aktivite gosterdigi belirlenmistir. Bacillus
izolatlarindan 6 tanesi, biitiin patojen mikroorganizmalar (A. hydrophila, V.
anguillarum, L. garvieae ve Y. ruckeri) i¢in antibakteriyel aktiviteye sahiptir.
Bacillus izolatlarinin neredeyse hepsi Y. ruckeri patojen mikroorganizma igin

antibakteriyel aktivite gostermistir.

Tablo 4.1 En az bir patojen tiir igin antibakteriyel aktiviteye sahip olan bacillus izolatlart

atojenler Aeromonas Vibrio Lactococcus Yersinia
hydrophila anguillarum garvieae ruckeri
izolatlar

Dért Patojen Test Bakterisi icin Etkili Olan izolatlar

A-K-3 | + + + +

Tablo 4.1 En az bir patojen tiir igin antibakteriyel aktiviteye sahip olan bacillus izolatlar1 (devam)



58

2-K-13-b
C-3-15-a
C-3-31
C-3-23
C-3-22-a + +

Ug Patojen Test Bakterisi i¢in Etkili Olan izolatlar
R-15-2-2
A-K-2
2-K-13-a
K-7-14-1
3-K-S-19
1-K-49-b
4-K-59-a-a
4-K-59-a-b
3-K-10
3-K-S-61
8-4-a
1-K-49-a
T-4-13-a
0-4-68 +
Iki Patojen Test Bakterisi icin Etkili Olan izolatlar
A-K-5 +
R-17-6 +
A-K-1 +
T-3-10-b-b-1 +
T-3-12-a
3-K-S-60-a
T-4-20-e-a
0-2-55-a
0-4-57-b
T-4-20-c
C-1-16-a
C-1-16-b
3-K-S-39-a
2-K-37
2-K-5
3-K-S-1-a
2-K-35-b
3-K-S-14
K-6-22 +
B-2-24-a-b +
T-4-14-b
C-3-19 +

+| 4|+ +
+| 4|+ +

+| 4|+ +| +
+ |+ | +| +

B T I I o e I I o o S

o o e o T o [ o B o o B S
A | | | | ] ] ] ]+

A IR IR I R IR R R

E o o S o o S ol o B o

+| +| +| +

Tablo 4.1 En az bir patojen tiir i¢in antibakteriyel aktiviteye sahip olan bacillus izolatlar1 (devam)

0-2-55-b + + ]
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0-1-31-b
C-323 T
3-K-S-31
10 +
0-3-21 +
T-4-8
T-3-10
T-4-9 +
T-2-16 +
Bir Patojen Test Bakterisi i¢in Etkili Olan izolatlar
R-16-1-b +
R-15-2-5 +
R-15-2-6
R-17-1-a
R-17-1-b
R-17-13
C-3-20-b
3-K-S-47-a +
0-6-50-a +
0-5-1
0-2-61-a
K-9-37-a
0-2-38
4-Ka-58-1 +
C-2-1-a
T-1-18 +
0-4-57-a
1-K-49-a
C-2-30-b
T-11-8
K-6-22 +
0-4-13-a "
T-4-1 +

|+ | |+ ] ]+

+| +| +| |+

+ |+ |+ ]+

+

+ |+ |+ |+

Deneme sonunda alt1 Bacillus izolatinin patojen test bakterilerinin heisp igin
antibakteriyel aktiviteye sabip oldugu gozlemlenmistir. Bacillus izolatlarindan 75
adedinin incelenen dort patojen test bakterisinden en az birine kars1 antibakteriyel

aktiviteye sahip oldugu belirlenmistir.

4.1.2. Agar Kuyucuk Yontemi ile Antibakteriyel Aktivitenin Belirlenmesi
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Karsit ¢izgi yontemi kullanilarak antibakteriyel aktiviteye sahip oldugu
kalitatif olarak tespit edilen 75 adet Bacillus izolatinin agar kuyucuk yontemi ile

antibakteriyel aktivitelerinin kantitatif olarak belirlenmistir.

30 °C’de aktiflestirilmis Bacillus izolatlarinin, LB broth besiyerinde 72 saat
tiretimi yapilmig ve bu bakterilerin iiretmis oldugu ikincil (sekonder)
metabolitlerin antibakteriyel aktiviteleri agar kuyucuk yontemi ile 6l¢iimlenmistir.
Bu yontem ile gerceklestirilen deneme sonucunda patojen mikroorganizmalardan
V. anguillarum igin ti¢ adet Bacillus izolatinin ve Y. ruckeri i¢in iki adet Bacillus
izolatinin kiiltiir stvilarinin antibakteriyel aktiviteye sahip oldugu belirlenmistir.
Asagida patojen test bakterilerine karsi etkili olan izolatlar ve bu izolatlarin
olusturdugu inhibisyon zonlarina ait ¢ap (mm) degerlerine yer verilmistir (Tablo
4.2).

Tablo 4.2 L. garvieae ve Y. ruckeri Patojen Test Bakterileri igin Antibakteriyel aktivite sonuglari

Bacillus Izolat Kodlar1 | L. garvieae igin Inhibisyon
Zonu (cm)
A-K-3 2,33403
8-4-a 0,86+0,3
O-1-31-b 1.840.2
Bacillus izolat Kodlar Y. ruckeri i¢in
Inhibisyon Zonu (mm)
0-4-68 2,37+0,2
3-K-10 0,93+0,3
Pozitif Kontrol
- 2,53+0,3
(Amoksisilin 100 pg/ml)

Sekil 4.2 Agar kuyucuk difiizyon yontemiyle L. garvieae patojenine karsi antibakteriyel aktivitesi belirlenen
izolatlar; a. 8-4-A izolati, b. O-1-31-B izolat, c. A-K-3 izolat1
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Lertcanawanichakul and Sawangnop, (2008) antibakteriyel aktivitenin
belirlenmesi i¢in kullanilan iki yontemin de bir arada denemelerinin sonuglarina
yer vermislerdir. Dort Bacillus izolati, iki patojen bakteriye karsi test edilmistir.
Karsit ¢izgi yonteminin sonuglarina gore, tim Bacillus tiirlerinin iki glinliik
inkiibasyondan sonra inhibitor aktivite sergiledigi gozlemlenmistir. Hatta, bir
Bacillus izolatinin bir giinliik inkiibasyon sonunda bile, karsit ¢izgi yontemiyle
test edildiginde antibakteriyel aktivite sergileyebildigi verisine ulagilmistir.
Bacillus izolatlarinin patojen bakteriler tlizerindeki antibakteriyel aktivitesini
belirlemede agar kuyucuk difiizyon yonteminin sonuglarina gore ise; Bacillus
izolatlarinin ¢ogu 72 saatlik inkiibasyondan sonra inhibitor aktivite gostermistir.
Bir izolatin, patojen bakterilerden birine hem karsit ¢izgi hem de agar kuyucuk
difiizyon yonteminde duyarli oldugu saptanmistir. Agar kuyucuk difiizyon
yonteminden elde edilen sonuglar, patojenlerden birinin Bacillus izolatlarina diger
patojen bakteriden daha direngli oldugunu, ancak karsit ¢izgi yonteminde bu
organizmanin  biiylimesinin ~ Bacillus izolatlar1  tarafindan  engellendigi
gbozlemlenmistir. Agar kuyucuk diflizyon yontemi ile 72. saatte 10 mm capla en

yiiksek aktivite gozlemlenmistir.

Santhong et all., (2008) yaptiklar1 ¢alismada da benzer sekilde, Bacillus
izolatlarindan biri, karsit ¢izgi yonteminde patojenlerden birine karsi inhibitor
aktiviteye sahipken, agar kuyucuk yonteminde bu Bacillus izolatinin ayn1 patojen
bakteriye daha az inhibisyon aktivitesi gosterdigi saptanmistir. Bu c¢alismada
ayrica antibakteriyel aktivitenin karsit ¢izgi yonteminde daha diisiik inkiibasyon
stirelerinde daha yiiksek etkinlik gosterdigi, buna karsilik ayni test bakterilerinin
inhibisyon etkisinin agar kuyucuk yonteminde daha diisiik seviyelerde ve daha

uzun inkiibasyon siireleri sonunda elde edildigi sonucuna varilmistir.

Yapilan tez calismast sonucunda da literatiire paralel olarak, karsit ¢izgi
yontemiyle 75 adet Bacillus izolatinin dort farkli balik patojeni bakteriden en az
birine kars1 inhibisyon etki gosterdigi saptanirken, agar kuyucuk yonteminde bu
75 adet Bacillus izolatlarindan bes tanesinin iki patojen test bakterisine karsi
antibakteriyel aktivite gosterdigi belirlenmistir. Bacillus izolatlarindan tig
tanesinin gram pozitif L. garvieae igin, iki tanesinin gram negatif Y. ruckeri i¢in

inhibisyon etkisi gosterdigi gdzlemlenmistir. Agar kuyucuk yonteminde 72 saatin
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sonunda saptanan inhibisyon etkileri ayrica literatiirde verilen degerlerden daha

diistik olarak hesaplanmustir.

4.2. Bacillus izolatlarimin Antibiyotik Duyarhhginin Disk Difiizyon Yéntemi
ile Belirlenmesi

Antibiyotikler, patojen mikroorganizmalar1 O6ldiirmek ve biiylimesini
engellemek igin kullanilmaktadir. Mikroorganizmalar iizerinde hiicre zarlarini
bozarak, protein veya DNA sentezini engelleyerek ya da enzim aktivitesini inhibe
ederek etki gostermektedirler. Diisiik toksisitelerine ragmen, yaygin antibiyotik
kullanimiyla ilgili 6nemli cevresel endiseler vardir. Cogu antibiyotik, viicutta
par¢alanmayan, viicuttan atildiktan sonra bile uzun siire aktif kalan kararh

kimyasal bilesiklerdir (Cabello ve digerleri, 2006).

Bir¢cok sektorde antibiyotiklerin bilingsizce ve kontrolsiizce kullanilmasi
antibiyotiklere kars1 direng¢ genlerinin olugmasina sebep olmaktadir. Siklikla tarim
ve hayvancilik, su iirlinleri yetistiriciligi gibi sektorlerde yaygin olarak kullanilan
antibiyotiklerin biiylimeyi tesvik etme ve hastaliklara karsi canlilari koruma
amaciyla uygulandigi bilinmektedir. Bu uygulamalarin herhangi bir bilgi ve
tecriibeye dayali olarak yapilmamasi antibiyotiklerin bu canlilarda kalinti

olusturmasina sebebiyet vermektedir.

Hem gida friinlerinin hem de besi hayvanlart ve su lriinlerinin insanlar
tarafindan tiiketimi sonucunda bu besinlerden insanlara horizontal gen transferi ile
indirek yolla antibiyotik diren¢ genlerinin aktarilmasina sebep olmaktadir. Bu gen
transferi sonucunda insan saglig biiylik tehlike altina girmektedir. Olusan direng
genleri insanlarin antibiyotikler yoluyla uygulanabilecek tedavilerinin basarisiz
olmasima, hatta baz1 insanlarda bu siirecin Oliimlerle sonlanmasina sebep

olmaktadir.

Antibiyotik kullaniminin asir1 olmasi gevresel sorunlara da yol agmaktadir.
Bununla birlikte, su iriinleri yetistiriciligindeki antibiyotik kullanimimin direng
genlerinin ¢cogalma hizina etkisi ise su araciligiyla; ila¢ kalintilarinin, mikrobiyal
patojenlerin ve direng¢ genlerinin dagilmasinin oldukga kolay bir mekanizmayla

gerceklesmesindendir. Bu sebeple su iriinleri yetistiriciliginin antibiyotik direng
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genlerinin olugsmasi1 ve tasmmmasinda tehdit olusturmaya devam edecegi

diisiiniilmektedir (Done et al., 2015).

Tezin bu asamasinda, probiyotik 6zellikleri taranan antibakteriyel aktiviteye
sahip oldugu belirlenmis olan 75 tane Bacillus izolatinin dokuz farkli antibiyotige

kars1 direnglilikleri incelenmistir.

Tablo 4.3’e gore; disk difiizyon yonteminde zon caplarina bakilarak,
Bacillus izolatlarinin antibiyotik direng olusturup olusturmadiklar1 belirlenmistir.
Inhibisyon zon capinin 20 mm ve iizerinde oldugu gozlemlenen izolatlarn
antibiyotiklere kars1 direng¢ gelistirmedikleri, 15 ve 19 mm zon capina sahip
izolatlarin antibiyotik diren¢ genlerinin olustugu ancak bu direncin heniiz tolere
edilebilir seviyelerde oldugu, zon ¢apinin 14 mm ve daha diisiik oldugu belirlenen
izolatlarin ise antibiyotik dire¢ genlerine sahip oldugu belirlenmistir (CLSI (n.d.).
MO02-Al1).

Tablo 4.3 Antibiyotik duyarlilik testi sonuglarin1 yorumlama tablosu (CLSI (n.d.). M02-A11)

Etki inhibisyon Zon Capi (mm)
Duyarh (Susceptible) (D) >20
Orta Diizey Duyarh (Intermediate) (OD) 15-19
Direngli (Resistance) (R) <14

Tetrasiklin = Neomisin < Eritropuisin Tetrasiklin Neomisin

Sekil 4.3 Antibiyotik duyarlilik testi 6rnekleri. a. 1-K-49-B izolati amoksisilin, tetrasiklin ve
neomisine duyarli; b. C-3-20-B izolat1 oksitetrasikline kars1 orta diizey duyarli, kanamisin ve
eritromisine duyarli;; b. R-17-1-A izolat1 amoksisiline direngli, tetrasiklin ve neomisine
duyarli.
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Tablo 4.4 incelenen Bacillus izolatlarinin antibiyotik duyarlilik testi sonuglari

ANTIBIYOTIKLER* AMX TET NEO GEN PEN STR OTET K ERY
BAGILLUS iZOLAT KODLAR Z‘z;g")p' ETKi Zo(':ni:‘p' ETKi Zo('r’nf:p' ETKi Zo(:qi:‘p' ETKi Zo('r’nf:p' ETKi Zo(':n?p' ETKi Z‘?;ﬁf‘)p' ETKi Zo(':n?p' ETKi Zo(':ncr:p' ETKi
6-4-57-'3 31,3+1,15 D |29,3+1,15 D 20,6£1,15 D 16,6+1,15 | O.D 2242 D 20,6£1,15 D 24+2 D 19,3+1,15 | O.D. | 32,6+3,05 D
T-3-12-a 286+1,15| D |246£1,15| D | 146£1,15|0.D.| 24:0 | D |246:1,15| D |22.6:1,15| D |173+1,15|0D.|253+1,15| D |34,6+230| D
R-15-2-2 32,6+1,15 D 28+2 S 21,3£2,3 D 22+2 D 23,3+£3,05 D 15,3+1,15 | O.D. | 18,6+1,15 | O.D. 160 O.D. | 13,323 R
1-K-49-b 3452 | D |246£1,15| D | 2240 | D |246+1,15| D |313+1,15| D |213+1,15| D [1661,15|0.D.| 24x0 | D |30,6:1,15| D
R-17-1-a 0 R 16 0.D. 20+0 D 20+0 D 0 R 22+0 D 12,6+1,15 R 15,3+1,15 | O.D. | 28,6+1,15 D
B-2-24-a-b 333+1,15| D |253+1,15| D | 18:0 |O.D.|233+1,15| D |266+1,15| D |193+1,15|0D. | 146:230 [0D.| 2242 | D |286£1,15| D
C-3-20-b 30+0 D 24,6+2,3 D 22,6£1,15 D 28+0 D 27,3£1,15 D 26+0 D 160 O.D. | 23,3+1,15 D 32+2 D
¢-3-19 313+1,15| D |206£1,15| D |226£1,15| D |273+1,15| D |273+1,15| D | 220 | D |1461,15(0D.| 26:0 | D |313£1,15| D
T-1-18 40+£0 D 28+2 D 19,3+1,15 | O.D. | 26,6+1,15 D 32,6£1,15 D 26+2 D 18+0 0.D. | 25,3+1,15 D 24+0 D
T-4-8 240 | D | 2020 | D |186£,15|0D.| 2822 | D | 2422 | D |213:1,15| D |14,6+1,15|0.D.|22,6£1,15| D |266+1,15| D
T-4-14-b 27,3+1,15 D 19,3+1,15 | 10.D. | 23,3+1,15 D 20,6%1,15 D 22,6£1,15 D 18,6+1,15 | O.D. | 11,3£1,15 R 23,3%1,15 D 29,3£1,15 D
4-Ka-59-a-b 333+1,15| D |22,6:1,15| D |226£1,15| D |266:1,15| D |286£1,15| D |206:1,15| D [133£1,15| R |233£1,15| D |32,6:1,15| D
2-K-13-b 31,34+3,05 D |27,3£1,15 D 20,6£1,15 D 26,6+1,15 D 24,6£1,15 D 21,3£1,15 D 162 O.D. 24+2 D 31,3+1,15 D
T-2-16 203+1,15| D |233£1,15| D |2131,15| D | 2420 | D | 2620 | D | 2240 | D |[186%1,15|0.D.|24,6£1,15| D |313+1,15| D
4-Ka-58-1 36+2 D 32+2 D 19,3+1,15 | O.D. | 22,6+1,15 D 24,6+3,05 D 20+2 D 36,6+1,15 D 21,3%1,15 D 23,3+£2,30 D
0-2-38 2862 | D [3661,15| D | 20¢0 | D [233:230| D |253+1,15| D | 24¢2 | D [346£1,05| D | 222 | D | 3020 | D
C-Z-l-a 24+3,46 D 22+3,46 D 20+0 D 23,3+4,16 D 14,6+3,05 | O.D. | 18,64+2,30 | O.D. | 13,3£2,30 R 22,6+1,15 D 30,6£1,15 D
0-2-61-a 282 | D |246:1,15| D | 20¢0 | D | 24¢2 | D |1533,05|0.D.|19,3+1,15 | OD. | 186+2,30 | O.D.|22,6:230| D | 342 | D

* Antibiyotikler duyarlilik testinde kullanilan antibiyotikler: AMX, amoksisilin; TET, tetrasiklin; NEO, Neomisin; GEN, Gentamisin; PEN, Penisilin; STR, Streptomisin; O. TET, Oksitetrasiklin; K, Kanamisin; ERY, Eritromisin
**D: Duyarh, 0.D.: Orta Duyarli, R: Direngli
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Tablo 4.4 (Devam)

R-16-1-b 10+0 R |273+1,15| D |19,3«1,15|0.D.| 20+0 D 0 R 2240 D 26+0 D 20+0 D 2240 D
0-4-57-a 3242 D |[28,6+230| D |17,3+1,15|0.D. | 21,3+1,15| D |[29,3+2,30 | D |20,6+2,30| D |23,3+1,15| D 2240 D |246+1,15| D
0-2-55-a 26,6£3,05| D |[19,3+1,15|O.D. | 17,3£1,15 | O.D. | 21,3£1,15 | D |26,61,15| D 20 D |16,6£1,15|0.D. |23,3+1,15| D |293+1,15| D
0-4-68 30,6£1,15| D [22,6+1,15| D |206+1,15| D 2242 D |24,6+1,15| D |20,6+1,15| D 16£0 |O.D. |22,6+1,15| D 300 D
G-3-15-a 28,6£2,30 | D 2842 D 18£2 | O.D.|20,6£1,15| D |28,6+1,15| D 2442 D 2242 D |[21,3%230| D |[273«1,15| D
T-4-20-c-b 28,6£1,15| D |[24,6+1,15| D 20+0 D 24+0 D |28,6+1,15| D 20+0 D | 18+346 |OD.| 24+0 D | 286+23 D
R-17-13 3242 D |27,3t1,15| D |20,6+1,15| D |22,6%1,15| D 26+2 D |23,3t1,15| D |16,6%1,15|0.D.|24,6+1,15| D 3042 D
R-17-1-b 10£2 R |17,3%1,15|0.D. | 15,3£1,15 | O.D. | 15,3+1,15 | O.D. | 3,33£3,05 | R |[17,3£1,15 | O.D. | 14,6<1,15 | O.D. | 16,6=1,15 | O.D. | 22+2 D
3-K-S-1-a 34+0 D 32+0 D 22+0 D |206+1,15| D |21,3+3,05| D |[21,3+1,15| D 26+0 D 26+0 D |24,6+1,15| D
0-1-31-b 26,6+4,16 | D [23,3+1,15| D |20,6+1,15| D 24+0 D |19,3+3,05 | 0.D 20+0 D |16,6+1,15|0.D. |22,6+1,15| D |33,3+230| D
C-1-16-a 22,6£1,15| D 26+0 D |18,6£1,15|0.D.| 20+0 D | 18,6+1,15|0.D 20£0 D |14,6£1,15|0.D. | 20,6+1,15| D 28+0 D
T-3-10 33,3+1,15| D 30£0 D 22+0 D 26+0 D |21,3+1,15| D |22,6%1,15| D 1840 | O.D.| 24+0 D |[3131,15| D
0-3-21 32+0 D [253+1,15| D 20+0 D |206+1,15| D 30+0 D |[21,3«1,15| D [20,6<1,15| D |253«[,15| D |[28,61,15| D
C-1-16-b 27,3+1,15| D |26,6+1,15| D |16,61,15|0.D. | 153+1,15 | O.D. | 21,31,15 | D 20+0 D 20+0 D |[21,31,15| D [26,6+1,15| D
T-3-10-b-b-1 353+1,15| D 42+0 D 20+0 D 20+0 D |31,3+1,15| D 18£0 | O.D.|34,6+1,15| D |233%1,15| D 360 D
3-K-S-19 28,6+1,15| D |28,6+1,15| D |22,61,15| D 24£0 D |253+1,15| D 2240 D [253£1,15| D |24,6£1,15| D |306x1,15| D
T-4-9 28,6£2,30 | D 262 D |206<1,15| D 20+0 D |153+1,15|0.D.|206£1,15| D | 12£3,46 | R |21,3+1,15| D |[32,6+1,15| D
C-3-22-a 31,3£1,15| D |[30,6+1,15| D 18¢0 | O.D. | 20,6<1,15| D |[2531,15| D 24+0 D 20+0 D |[233+1,15| D |[2861,15| D
3-K-S-61 3242 D [273+1,15| D |[206+1,15| D |226£1,15| D 26+2 D |233+£1,15| D |16,6+1,15|0.D. |24,61,15| D 3042 D
A-K-5 31,3£1,15| D [253+1,15| D 20£0 D 20£0 D |226+1,15| D 20+0 D |18,6+1,15|0.D.|23,3«1,15| D |306x1,15| D
0-2-55-b 28,6423 | D | 224346 | D | 18,6£2,3 |O.D.| 24+0 D 24+0 D 20+0 D |253+1,15| D [22,6+1,15| D |24,6+1,15| D
G-2-30-b 26,6£1,15| D |20,6+1,15| D 14£0 R |193+1,15|0.D.| 20+2 D 20+0 D | 18,6+2,3 |O.D.|19,31,15|0.D. | 22+2 D

* Antibiyotikler duyarhlik testinde kullanilan antibiyotikler: AMX, amoksisilin; TET, tetrasiklin; NEO, Neomisin; GEN, Gentamisin; PEN, Penisilin; STR, Streptomisin; O. TET, Oksitetrasiklin; K, Kanamisin; ERY, Eritromisin
**D: Duyarh, 0.D.: Orta Duyarli, R: Direngli
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Tablo 4.4 (Devam)

2-K-5 22,6£1,15| D 2042 D 14£0 R 200 D 180 | O.D.|20,6+1,15| D | 14,6423 |O.D.|19,3+1,15|0.D. | 2643,46 | D
K-9-37-a 253+4,16 | D 2240 D |173+1,15|0D. | 23,3+1,15| D |23,3+3,05| D 2242 D |16,6£1,15|0.D.|22,6+1,15| D |29,3+1,15| D
3-K-S-14 22,6£3,05| D 200 D |17,3+1,15|0.D.| 2042 D |20,643,05| D 200 D 16£0 |0O.D.| 22+0 D |286+1,15| D
A-K-2 28,6£3,05| D 2642 D |16,6+1,15|0.D.| 200 D 2444 D 200 D |213423| D 2240 D |233+1,15| D
3-K-S-47-a 26,6+1,15| D | 22,6423 | D |153+1,15|0D. | 22,6£3,05| D |21,3+4,16| D 2042 D 200 D |233+1,15| D |233+1,15| D
0-5-1 333+1,15| D |24,6£1,15| D 200 D |206+1,15| D [31,3#305| D |22,6+1,15| D |153+1,15|0.D.|24,6+1,15| D |246+1,15| D
T-4-15 2242 D |21,3+1,15| D |16,6+1,15]0.D.| 20+0 D |22,6£1,15| D |18,6+1,15| O.D. | 14,6+1,15|0O.D. | 2331,15| D |29,3+3,05| D
R-15-2-5 933£1,15| R [273+1,15| D |16,6+1,15|0D.| 16#0 |O.D.| 60 R |16,6+1,15| O.D. | 2442 D |19341,15|0D.| 220 D
¢-3-23 2642 D |24,6+1,15| D |22,6+1,15| D |24,61,15| D 2642 D | 25323 | D 2042 D 2042 D |306+3,05| D
1-K-49-a 20,61,15| D 2240 D 200 D 2642 D | 18,6+4,6 | O.D.|19,3+1,15| O.D. | 16,6+1,15 | O.D. | 20,6+1,15| D | 26,623 | D
K-6-22 18,6+5,03 | 0.D.| 20+0 D 200 D 2440 D | 224346 | D |20,6+1,15| D | 14+346 | R 2242 D |253+1,15| D
R-15-2-6 46+1,15 | R [273+1,15| D |18,6+1,15|0.D.| 200 D 0 R 200 D [293+1,15]| D 200 D 3040 D
10 3044 D 2444 D |193+1,15|0.D.| 20£0 D |21,3+1,15| D |20,6+1,15| D |153+1,15|0.D.| 22+2 D |32,643,05| D
3-K-10 32,6£3,05| D 2642 D 180 |O.D.| 2240 D |24,6+611| D |20,6+3,05| D |18,6+3,05|0D.|26,6+3,05| D |30,6+1,15| D
8-4-a 30+0 D |26,6+1,15| D |16,6+1,15[0.D.| 16£0 |[O.D.|273+1,15| D |14,6+1,15| O.D. [21,31,15| D 200 D 30+0 D
A-K-3 293+1,15| D |28,6+1,15| D |[293+1,15| D |246+1,15| D |273+1,15| D [20,6£1,15| D |[24,6+1,15| D 260 D 300 D
0-4-13-a 33,343,05| D 2642 D 2040 D |17,3+1,15|0D. | 27,3+230 | D 1840 | O.D. | 200 D 200 D |273#230| D
3-K-5-39-3 253+1,15| D [2331,15| D 16£0 | 0.D. | 193+1,15 | O.D. | 19,3+2,30 | O.D. | 20,6+1,15| D |173+1,15|0.D.| 20+0 D |233+1,15| D
4-Ka-59-a-a 26,6£1,15| D [233+1,15| D | 153+23 |O.D.| 20£0 D | 17,3x4,16 | 0.D. | 20,6+1,15| D |113+503| R 2240 D 2842 D
R-17-6 333+1,15| D [353=1,15| D 1840 |O.D.| 18+0 |O.D.| 28+0 D |12,6£1,15| R [30,6+1,15| D |16,6+1,15|0.D.|253+1,15| D
K-7-14-1 273+1,15| D |24,6£1,15| D 2040 D |233+1,15| D |20,6+230| D |193+1,15| O.D.| 1620 |OD.|24,6+1,15| D 300 D
2-K-35-b 253+1,15| D |22,6+1,15| D 1822 |OD.|233+1,15| D 200 D |18,6+1,15|10.D. |16,6+1,15[0.D.| 2240 D |273+1,15| D

*Antibiyotikler duyarlilik testinde kullanilan antibiyotikler: AMX, amoksisilin; TET, tetrasiklin; NEO, Neomisin; GEN, Gentamisin; PEN, Penisilin; STR, Streptomisin; O. TET, Oksitetrasiklin; K, Kanamisin; ERY, Eritromisin
**D: Duyarlh, 0.D.: Orta Duyarli, R: Direngli
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2-K-37 36,6+1,15| D 38+2 D 20+0 D 20+0 D |23,3+7,57| D |21,3=1,15| D |353«%1,15( D 24+0 D |[29,3+1,15| D
T-11-8 28+2 D |253+1,15| D 20+0 D | 19,3%1,15 | O.D. | 21,3230 | D 20+0 D 18+0 0.D 22+0 D |24,6x1,15| D
0-6-50-a 22,6+1,15| D |[253+1,15| D | 18,6£1,15|0.D.|20,6+1,15| D |21,3+1,15| D |21,3¢1,15| D |21,3£1,15| D 2242 D |[27,3%1,15| D
3-K-5-60-a 23,3+3,05| D 22+2 D | 19,3£1,15 | O.D. 22+0 D | 16,6+4,61 | O.D. |20,6+1,15| D |14,6%1,15|0.D.|20,6£1,15| D |22,6+¢3,05| D
G¢-3-31 3242 D 30+0 D 20+0 D 20+0 D | 18,6+1,15|0.D.|21,3+1,15| D |20,6+1,15| D |[233%1,15| D |29,3+1,15| D
T-4-13-a 31,3+1,15| D |253+1,15| D |21,3+x1,15| D |22,6+1,15| D 20+0 D 22+0 D 14+0 R [22,6x1,15| D |34,61,15| D
3-K-S-31 28+2 D |26,6+1,15| D 20+0 D |206+1,15| D |253+1,15| D |153+1,15|0.D.|26,6+1,15| D 20+0 D 30+0 D
A-K-1 30,6£1,15| D 30+0 D 20+0 D 21,3£2,3 D |233+3,05| D |20,6+1,15| D |20,643,05| D 22+2 D |[32,6x1,15| D
2-K-13-a 26+0 D |20,6+1,15| D | 19,3£1,15|0.D. | 22,6+1,15| D |233«1,15| D |19,3+1,15|0O.D. 14+0 R 20+0 D |23,3%1,15| D
T-4-20-e-a 27,3+230| D 2442 D |21,3£2,30 22,6+1,15| D |20,6+1,15| D 20+0 D |153+1,15|0.D. 24+0 D |273+1,15| D

* Antibiyotikler duyarllik testinde kullanilan antibiyotikler: AMX, amoksisilin; TET, tetrasiklin; NEO, Neomisin; GEN, Gentamisin; PEN, Penisilin; STR, Streptomisin; O. TET, Oksitetrasiklin; K, Kanamisin; ERY, Eritromisin

**D: Duyarli, O.D.: Orta Duyarli, R: Direngli

Tablo 4.5 Incelenen Bacillus izolatlarinin antibiyotik duyarhliklarina gore dagilimi

Incelenen Izolatlarin Antibiyotik Duyarhhklari (n)*

ETKi
AMX | TET NEO GEN PEN STR O.TET K ERY
Duyarh 68 41 62 56 57 27 64 74
D(l?yr;"ih 4 32 13 14 17 39 6 0
Direngli 5 3 2 0 5 1 9 0 1

* Antibiyotikler duyarlilik testinde kullanilan antibiyotikler: AMX, amoksisilin; TET, tetrasiklin; NEO, Neomisin; GEN, Gentamisin; PEN, Penisilin;
STR, Streptomisin; O. TET, Oksitetrasiklin; K, Kanamisin; ERY, Eritromisin
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Tablo 4.6 Antibiyotik dirence sahip Bacillus izolatlar

ANTIBiYOTIiKLER
AMX | TET | NEO | GEN | PEN | STR |O.TET K ERY

BACILLUS iZOLAT KODLARI

R-15-2-2 R

R-17-1-A R R

T-4-14-B

4-K-59-A-B

D> (DD

C-2-1-A

R-16-1-B R R

R-17-1-B R R

T-4-9 R

C-2-30-B R

2-K-5 R

R-15-2-5 R R

R-P-15-2 R

R-15-2-6 R R

4-K-59-A-A R

R-17-6 R

T-4-13-A R

2-K-13-A R

R-P-15-1 R

K-6-22 R

R-T-3-A R

* Antibiyotik duyarlilik testinde kullanilan antibiyotikler: Amoksisilin (AML), Tetrasiklin (T), Neomisin (N), Gentamisin (CN), Penisilin (P),
Streptomisin (S), Oksitetrasiklin (OX), Kanamisin (K), Eritromisin
**R:Direngli
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Tablo 4.6.’da goruldiigii gibi, disk difiizyon yontemi ile 75 adet Bacillus
izolatinda antibiyotik direng genleri belirlenmis ve bu izolatlardan 20 tanesinin
en az bir antibiyotige karsi diren¢ geni tasidigi saptanmistir. 20 izolat arasindan
dokuz adedinin oksitetrasikline direng gosterdigi belirlenmistir. Bu degerler ile en
fazla diren¢ geni olusturan antibiyotigin oksitetrasiklin oldugu saptanmistir. Bu
antibiyotigi bes adet izolatin ortak olarak diren¢ olusturdugu penisilin ve
amoksisilin antibiyotikleri takip etmektedir. Tetrasiklin antibiyotigi i¢in ii¢ adet
izolatin direng olusturdugu belirlenmistir. Neomisin antibiyotigi icin iki adet
izolatin diren¢ olusturdugu belirlenmistir.  Streptomisin  ve eritromisin
antibiyotiklerine de birer adet izolatin diren¢ olusturdugu goézlemlenmistir. Su
tirtinleri yetistiriciligi faaliyetlerinde oksitetrasiklin kullaniminin yabani ve ticari
baliklarin solungaclarindan ve bagirsaklarindan alinan 6rneklerin incelenmesi ile
antibiyotik direncin olugmasiyla ilgili oldugu belirlenmistir. Ayrica direngli
bakteri tiirleri, dogal ¢evreye daha fazla antibiyotigin ulagsmasina yol agarak
hastaliklar1 tedavi etmek i¢in daha yiiksek dozlama seviyeleri gerektirmektedir
(Shanmugam et al., 2011).

Tablo 4.7 Antibiyotik duyarlilik i¢in farkli yorum Kriterleri
(CLSI ve EUCAST)

CLSI

Zon Gapi(mm)
Duyarh >=20
Orta Duyarl 15-19
Direngli <14

EUCAST

Zon Gapi(mm)
Duyarl >=20
Direngli <15

Antibiyotik direncine sahip olan izolatlarin belirlenmesinde CLSI ve
EUCAST ‘in belirledigi iki farkli degerlendirme kriterleri sinir araligi degerleri
vardir. Tablo 4.7 de gorildiigii gibi bunlardan CLSI ii¢ farkli siir araligi
belirlemis ve degerlendirmeleri duyarli, orta duyarli ve direngli olarak yapmaistir;
EUCAST ise iki farkli simir aralifi belirlemis, duyarli ve direngli olarak bu

degerlendirmeleri yorumlamistir (Baysallar ve ark., 2019).
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Calismada, antibiyotik diren¢ genlerinin olusmasinin biiyiik problemlere yol
acabilecegi bilindigi icin probiyotik potansiyeli olan Bacillus izolatlarindan,
dokuz antibiyotikten en az birine bile direng geni tasiyan izolatlar probiyotik
olabilme potansiyelleri yoniinden elenmislerdir. Buna goére incelenen 75 adet
Bacillus izolatindan antibiyotik direngliligi saptanan 20 tanesi elenerek geri kalan

55 tane izolatla ¢alismalara devam edilmistir

4.3. Bacillus izolatlarinin Mide Sivis1 Toleransimin Belirlenmesi

Su iiriinleri yetistiriciliginde kullanilan probiyotiklerin sahip olmas1 gereken
en oOnemli Ozelliklerden birisi de mide sivisimin asidik pH ’sindan ve
enzimlerinden (pepsin ve tripsin) etkilenmeden bakterilerin balik bagirsagina
ulasabilmesidir. Baliklarin gastrointestinal sistemleri incelendiginde bir baligin
mide sivist pH ’simin yaklagik olarak 2,5 oldugu bilinmektedir. Bu sebeple bu
denemede baliklarin mide sivisimin taklit edildigi sentetik bir mide sivisi
hazirlanmistir ve pepsin igeren bu sivinin pH’s1 2,5’a ayarlanmistir. Probiyotik
ozellikleri incelenen bir bakterinin, baligin midesinde bir siire kaldiktan sonra
bagirsaklara gegmesi i¢in gerekli siire literatiire bagli olarak ii¢ saat kabul
edilmektedir (Thankappan et al., 2015). Calismamizda da mide s1vist
toleransinin belirlenebilmesi i¢in incelenen Bacillus izolatlar1 sentetik mide sivisi
igerisinde li¢ saat inkiibe edilmis, ardindan mide sivisina konduktan hemen sonra

(0. saat) ve li¢ saatlik inkiibasyon sonunda yapilan sayim sonuglarina gore

bakterilerin bagirsaga gecisindeki % canlilik degerleri hesaplanmistir.

Tablo 4.8 Incelenen Bacillus izolatlarmin mide sivisi toleranst (% canlilik)

0. Saatteki canli 3. Saatteki canli
Bacillus izolatlan hiicre sayisi hiicre sayisi % Canlihk
(kob/ml) (kob/ml)

C-3-20-b 3,8x10? 2,3 0,6
2-K-13-b 1,2X102 3,7 2,97
0-2-61-a 2,2x 102 3,7x101 16,86
T-4-20-c-b 6,3x103 3,1x103 48,57
T-3-12-a 7,0x10? 8,8x10* 12,62
C¢-3-19 7,9x10? 2,5x10? 32,21
T-2-16 4,7x10* 3,5 7,45
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Tablo-4.8 Devam

0-4-57-a 1,1x10° 2,4x102 22,67
G-3-15-a 1,6x10? 4,8x10* 29,60
1-K-49-b 1,9x10° 3,8x10? 19,72
T-1-18 1,9x10* 8,2x10° 42,96
0-2-38 2,1x10° 4,4x10? 21,74
4-Ka-58-1 2,6x10* 1,5x10* 59,94
3-K-S-31 2,1x10* 1,1x10* 51,23
T-4-8 2,5x10° 1,2x10? 4,88
6-4-68 1,9x10° 1,210 61,29
A-K-1 1,2x10° 2,4x10° 20,28
3-K-S-1-a 1,8x10* 1,2x10* 64,61
T-4-20-e-a 8,9x10? 7,2 0,80
6-4-57-b 9,6x10? 1,3x10? 13,22
6-1-31-b 2,3x10° 1,6x10° 72,19
¢-3-22-a 3,4x10* 2,6x10* 75,77
0-2-55-a 1,6x10° 1,19x10° 75,14
G-1-16-b 3,3x10* 2,60x10* 79,66
0-3-21 1,2x10* 5,35x10° 43,50
¢-3-31 7,4x10° 1,44x10° 19,38
0-2-55-b 6x10! 1,40x10* 23,33
T-3-10 4,3x10* 1,55x10* 36,34
3-K-S-61 1,1x10* 1,33x10° 12,49
T-3-10-b-b-1 3,1x10* 6,05x10° 19,64
A-K-5 1,5x10° 0,98x10? 6,41
3-K-S-19 6,4x10° 2,74x10° 4,31
C-1-16-a 1,3x10* 2,23x10? 1,78
A-K-2 2,7x10° 1,43x10* 5,40
6-5-1 1,1x10* 3,11x10? 2,78
G-3-23 5,5x10° 2,08x10° 37,6
K-9-37-a 1,4x10* 3,70x10° 26,04
0-6-50-a 1,1x10? 0,40x10? 35,40
3-K-S-47-a 1,4x10* 4,70x10° 34,46
3-K-S-14 1,3x10° 8,43x10° 6,64
3-K-S-60-a 3,1x10° 1,60x10* 0,53
T-11-8 1,8x10? 1,70x10* 9,29
K-7-14-1 4,3x10? 0,3 0,07
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Tablo-4.8 Devam

T-4-15 1,1x10° 1,2x102 11,93
2-K-35-b 4,3x10? 0,7x10* 1,62
1-K-49-a 2,1x10? 4,4x10* 20,95

B-2-24-a-b 3,3x10? 5 1,51
0-2-61-a 6,7x10" 5,3 7,91
A-K-3 2,6x103 7,3x102 28,19
10 8,3x102 3,6x102 43,37
0-4-13-a 1,6x102 2,2x10! 13,03
8-4-a 6,3x102 1,1x102 16,35
2-K-37 2,6x103 9,8x10? 37,26
3-K-10 5,6x102 2,4x10? 42,63
3-K-S-39-a 2,1x10? 1,1x10! 5,29

Calismamizda incelenen Bacillus izolatlarinin birgogu i¢in mide sivisi
tolerans1 degerleri ¢ok diisiik seviyelerde hesaplanmistir. Tablo 4.8 de yer alan 55
adet Bacillus izolatindan % canlilik degeri 40 ve iizeri olan 13 adet Bacillus
izolatr (%42-%80) saptanmustir. C-1-16-b izolati1 %79,66 degeriyle % canlilik
degeri en yiiksek hesaplanan izolat olmustur. Geri kalan 42 tane izolatin %
canlilik degerleri oldukg¢a diisiik (%0,07-%38) bulunmustur. Bunlardan 28 tane
izolatin % canlilik degeri %20 ve altinda hesaplanmistir. Thankappan et al., 2015,
yaptiklar1 ¢alismada ti¢ farkli probiyotik izolatin mide sivisi toleranslarini g
saatlik zaman diliminin sonunda sifirincit dakikadaki kontrol ile karsilastirmis
(%23-%59) ve izolatlarindan en yiksek yiizde canliligi 59,01 olarak
hesaplamistir.

Bir mikroorganizmanin balik probiyotigi olarak kullanilabilmesi i¢in mideden
bagirsaklara gegiste canliligimi korumasi gerekmektedir. Bu canlilik degerinin
%40 ve tlizerinde olmas1 mikroorganizmanin basarili bir probiyotik aday olacagini
gostermektedir (Ahire et al., 2011). Bu degerin belirlenmesinde en Onemli
kriterler arasinda bagirsaga ulasan mikroorganizmanin bu boélgede de canliligini
stirdiirmesinin oldukca zorlu olmasindan kaynaklanmaktadir. Ayrica probiyotik
aday1r mikroorganizma bagirsakta var olan mikrobiyal flora ve patojenler ile de
rekabet edebilir ve bagirsak yiizeyine tutunabilir olmahidir. (Thankappan et al.,
2015; Ahire et al., 2011).
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4.4 Bacillus Izolatlarinin Asidik pH’larda Optimum Biiyiimesinin
Incelenmesi

Probiyotik ozellikleri incelenen, mide sivisi asitligi i¢in toleransa sahip
oldugu belirlenmis yani sentetik mide sivisinda ii¢ saat sonra canlilik yiizde degeri
%40 ve lizerinde olan olan 13 tane Bacillus izolatinin farkli asidik pH (pH;1,0, 2,0
ve 4,0) degerlerinde  dort saatlik siirenin sonunda optimum biiyiime pH’sinin

belirlenmesi i¢in yapilmis olan ¢aligmadir.

Tablo 4.9 Incelenen Bacillus izolatlarmm Mc. Farland 0,5’

Gore Baslangig Canli Hiicre Sayisi (kob/ml)

izolat No Canl Hiicre Sayisi
(kob/ml)
0-4-68 1,1x108
3-K-S-31 9,3x107
T-4-20-C-B 8,6x107
B 1-A 7,4x107
4-KA-58-1 8,7x107
0-2-65-A 7,9x107
pro1-18 8,5%107
C-1 5 9,6x107
C-3-22-A 9,1x107
0-1-31-B 8,2x107
0-3-21 8,9x107
10 9,7x107
3-K-10 9,6x107

Tablo 4.10 °da Incelenen Bacillus izolatlarinin asidik pH’larda optimum
bliylimesinin belirlenmesine yonelik yapilan c¢alismaya ait sonucglar yer
almaktadir. Calismamizda asidik pH ’larda optimum biiylimenin belirlenmesi i¢in
yapilan denemede pH 1,0 ve pH 2,0 de yilizde canlilik yok denecek kadar azdir.
pH 2,0 ’de % 37,6°lik degerle O-1-31-b en yiiksek canlihigin (kob/ml)
belirlendigi izolat olmustur. Mide sivist pH’1 olan 2,5 i¢in %40 iizerinde canlilik
gosteren izolatlarin, 2,0 ve daha diisik pH ’larda canliliklarini yitirdikleri
saptanmistir. pH 4,0 *de ise neredeyse biitiin izolatlarda yiiksek yiizde canliliklar

hesaplanmustir. ph 4,0 te en
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Tablo 4.10 Incelenen Bacillus izolatlarinin asidik pH’larda dérdiincii saat sonunda % canlilik degerleri

pH:1 pH:2 pH:4
. . Canl hiicre k. Canl hiicre o Canl hiicre o
Izolat No Siire sayist (kob/mI) % Canhhk sayist (kob/ml) % Canhhk sayist (kob/ml) % Canhhk
.. 0. SAAT 1,4x10? 5,7x103 3,9x103
0-4-68 : 9,6 : 10,5 ’ 110,3
4. SAAT 1,3x10! 0,6x103 4,3x103
0. SAAT 1,2x103 5,9x103 9,3x103
3-K-S-31 ' 6,9 ’ 8,5 ’ 104,9
4. SAAT 8,6x10! 6,0x102 9,7x103
2 3 3
T-4.20-C-B 0. SAAT 8,1x10 03 1,8x10 41 5,7x10 93.9
4, SAAT 25 0,7x102 5,4x103
BKS1-A 0. SAAT 5,6x103 5 9,1x103 116 4,6x103 -
4, SAAT 1,1x102 1,1x103 ' 1,5x103 ’
. 0. SAAT 5,8x103 03 6,2x103 54 1,4x10% 28.9
4. SAAT 0,2x102 ’ 3,3x102 ’ 4,1x103 ’
O-2-55-A 0. SAAT 0,1x103 s 5,8x102 23 6,6x103 113
4. SAAT 0,5x10* 1,4x10! ’ 7,5x10? ’
T.1.18 0. SAAT 1,1x10! 18.2 2,5x10! g 1,5x10! 170
4. SAAT 0,2x10! ’ 0,2x10t 2,6x10!
C-1.16-B 0. SAAT 2,2x102 05 1,0x103 1 1,0x103 10,8
4. SAAT 0,1x10* ’ 1,1x10? 1,1x102 ’
C322.A 0. SAAT 1,8x10* 31 1,9x10° 24 0,2x10° 8
4. SAAT 5,5x102 ’ 1,4x10* ' 1,7x10*
.. 0. SAAT 1,4x10% 1,6x10% 1,4x10%
0-1-31-B ’ 24 i 27,1 ’ 37,6
4. SAAT 3,4x102 4,2x103 5,3x103
.. 0. SAAT 5,8x103 7,8x103 1,8x103
0-3-21 ' 0,5 i 15,7 ’ 73,8
4, SAAT 2,7x10t 1,2x102 1,3x103
0. SAAT 1,7x10% 1,6x10% 1,4x10%
10 ’ 5.4 ! 14,6 ’ 275
4, SAAT 9,3x102 2,4x103 3,9x104
3.KA0 0. SAAT 6,1x103 109 6,2x103 06 1,5x10% 253
4. SAAT 6,7x102 ’ 5,9x102 ’ 3,9x103 ’
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yiiksek yiizde canlilik degeri %170 olarak T-1-18 izolatinda ait hesaplanirken,
%11,3’liik yiizde canlilik degeriyle O-2-55-a ise en diisiik canliliga sahip izolat

olarak belirlenmistir.

Literatiire bakildiginda, incelenen Bacillus izolatlarinin, diisik pH (1,0, 2,0
ve 4,0)' larda yiiksek kabul edilebilecek dirence sahip olduklart saptanmis. Asidik
pH 2,0 'de dort saatlik inkiibasyondan sonra denemesi yapilan izolatlardan bir
tanesinin %80 canlilik degeriyle, %62 degere sahip olan digerine kiyasla daha
yiiksek canlilik sergiledigi bildirilmis. pH 1,0 'de ise izolatlarin higbirinin hayatta
kalamadig1 saptanmis (Ramesh et al., 2015).

Calismamizda literatlire kiyasla pH 4,0 i¢in yilizde canlilik degerlerinin
oldukea yiiksek oldugu goriilmektedir (Tablo 4.9). Ancak pH 2,0 i¢in hesaplanan
ylizde canlilik degerleri literatiire gore ¢ok diisiik seviyelerde kalmistir. Mide
stvisina karsi toleransin belirlenmesi i¢in pH 2,5 ’ta %40 ve iizeri canlilik
gosteren izolatlarin pH 2,0 de ylizde canliliklar1 yok denecek kadar azdir. Bu bize
calismamizda kullanilan izolatlarin asidik pH’larda optimum biiyiimeleri i¢in

gerekli pH degerinin pH 2,5’tan daha yiiksek olmasi gerektigini gostermistir.

4.5. Bacillus izolatlarinin Hidrofobik C6zgene Adhezyonunun Belirlenmesi

Calismamizda benzer van der waals ylizey gerilimi bilesenleri sergileyen
apolar ¢oziicii i¢in Bacillus izolatlarinin hiicre afiniteleri arastirilmustir.
Hidrofobik ¢ozgene adhezyon kabiliyetinin belirlenebilmesi icin ksilene (apolar
¢oziicli) yapisma kabiliyetine bakilarak bakterilerin afinitesi degerlendirilmistir
(Armas et al, 2017). Incelenen Bacillus izolatlariin ksilenle muamelesi
oncesinde ve sonrasinda absorbans degerlerine bakilmis (Tablo 4.10) ve yiizde
olarak Bakterilerin Coziiciiye Baglanmast (% BATS) seklinde hesaplama
yapilmustir (Sekil 4.4).

Tablo 4.11 Bacillus izolatlarinin %BATS degerlerinin
Belirlenmesinde kullanilan absorbans dl¢timleri

izolat no Aodk Asodk
(540 nm) (540 nm)
T-4-20-C-B 0,32 0,084

C-1-16-B 2,073 0,388
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Tablo 4.11 Bacillus izolatlarmin %BATS degerlerinin
Belirlenmesinde kullanilan absorbans 6lgtimleri (devam)

C-3-22-A 0,66 0,356
10 0,622 0,323
3-K-S-1-A 0,475 0,176
0-4-68 0,617 0,25
4-Ka-58-1 0,495 0,429
0-2-55-A 0,511 0,105
T-1-18 0,572 0,393
3-K-S-31 0,981 0,44
3-K-10 0,886 0,45
0-3-21 0,512 0,401
0-1-31-B 0,617 0,553

Aodk : sifirinct dakikadaki absorbans
Asodk : Otuzuncu dakikadaki absorbans

% BATS Sonuglar
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Sekil 4.4 Bacillus izolatlarinin hidrofobik ¢6zgene baglanma yetenekleri (% BATS)

Sekil 4.4’e bakildiginda; T-4-20-C-B, C-1-16-B ve 0-2-55-A izolatlarinin
sirastyla 973,75, %81,28 ve %79,45’1lik apolar ¢6zgene baglanma afiniteleriyle
en yiiksek degerlere sahip izolatlar olduklar1 gdzlemlenmistir. 4-Ka-58-1 ve O-1-
31-B izolatlarimin sirasiyla %013,33 ve %10,37’lik degerlerle en diisiik baglanma

kabiliyetine sahip olduklar1 belirlenmistir.

Literatiirde, yiizey hidrofobikliginin bakterilerin gastrointestinal kanalda

yapisma kabiliyetleriyle iligkili oldugu belirtilmistir (Kos ve ark. 2003). Bir¢ok
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caligma, yiizey hidrofobikliginin patojenlerin 6nlenmesi i¢in probiyotik izolatlarin
onemli bir 6zelligi oldugunu dogrulamistir. Epitel yapisma ve koagregasyon
ozelliklerine sahip probiyotik izolatlarin, bagirsak patojenlerinin kolonizasyonunu

engelleyen bir bariyer olusturdugu bildirilmistir (Anandharaj ve ark. 2015).

4.6. Bacillus izolatlarinin Safra Toleransinin Belirlenmesi

Safra, bagirsak yolunda spesifik ve spesifik olmayan savunma
mekanizmalari i¢in énemli bir rol oynamakta ve bagirsak yolunda bulunabilecek
patojen mikroorganizmalari inhibe edici etkinin belirlenmesinde temel basamaklar
arasinda onemli bir yere sahiptir. Bu nedenle safra toleransi, probiyotik adayi
Bacillus izolatlarinin gastrointestinal sistemde hayatta kalmalarini ve aktivitelerini
stirdiirmelerini saglayan 6nemli bir 6zelligi olarak kabul edilmektedir (Argyri et
al., 2013).

Sanders ve arkadaslari, 1996 ’na; gore normal fiziksel safra
konsantrasyonunda biiyiiyebilen ve metabolize edebilen Bacillus suslar
gastrointestinal geciste hayatta kalabilir. Baz1 suslarin safra tuzuna kars1 direnci,
kombine safra tuzunu hidrolize edebilen ve boylece toksik yan etkilerini
azaltabilen safra tuzu hidrolaz aktivitesi ile de ilgilidir. Bazi bakteri suslari,
dekonjuge safra asitlerini ve amino asitleri serbest birakmak i¢in konjuge safra
asitlerini hidrolize eden safra tuzu hidrolaz enzimi salgilamaktadir (Franz et
al.,2011). Bu tuzlar mide-bagirsak yolundan salgilandiginda, kolesterol talebi

artmakta ve bu da kolesterol seviyelerini diistirmektedir.

Caligmamizda probiyotik o6zellikleri incelenen 13 Bacillus izolatinin dort
farkli safra tuzu konsantrasyonunda (%1, 2,5, 5 ve 7,5) ii¢ ve alt1 saatlik
inkiibasyonlar1 i¢in safra tuzu toleranslar1 sonuglarina bakilmistir. Baz1 Bacillus
izolatlarinin  (3-K-S-31, 4-Ka-58-1, 0-4-68, 0-1-31-B) %1 safra tuzu
konsantrasyonunda iigiincii saatte canliliklarin1 yiiksek oranda korudugu, ancak
altinct  saatte canlilik degerlerinin  diistiigii  gdzlenmistir. Safra tuzu
konsantrasyonunun %2,5 ve lizerinde oldugu uygulamalarda ise yiizde canlilik

icin kayda deger sonuglar elde edilememistir.
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Tablo 4.12 Bacillus izolatlarinin safra toleransi sonuglari (3 ve 6 saatlik inkiibasyonlar igin)

% Canhihk 3. saatteki % Canlilik Degerleri 6. saatteki % Canlilik Degerleri
Safra Tuzlari
Mik(ﬁ,zr)l Kontrol 1 2,5 5 7,5 Kontrol 1 2,5 5 7,5
[zolat no
3-K-5-1-A 78,30 16,36 14,29 14,17 13,73 96,79 9,59 9,27 8,21 8,17
C-1-16-B 69,04 21,74 21,46 21,34 20,93 75.47 14,28 14,13 7,94 7,22
0-2-55-A 80,00 17,61 17,53 15,87 15,48 86.08 9,36 8,22 7,02 4,68
C-3-22-A 54,18 15,63 15,50 15,05 13,36 92,72 8,98 8,57 8,35 8,05
10 66,55 14,49 13,63 14,16 13,77 96,55 8,37 7,72 5,34 3,47
T-4-20-C-B 86,03 16,84 16,13 16,02 16,31 9253 13,80 12,52 12,44 10,59
3-K-10 79,78 10,44 4,71 4,27 3,76 85.74 11,97 6,76 5,39 4,87
4-KA-58-1 63,47 57,62 45,44 38,98 33,83 o401 21,01 20,37 8,42 6,44
T-1-18 85,83 31,30 28,03 17,88 15,29 66.75 14,57 8,87 8,19 5,42
0-4-68 62,91 56,22 44,02 23,59 21,50 o183 18,75 16,46 9,04 4,74
0-3-21 83,01 35,81 30,83 23,48 21,03 82,54 10,28 10,70 9,85 9,01
0-1-31-B 60,36 50,37 23,61 21,72 21,42 8144 18,37 18,04 17,55 3,11
3-K-S-31 82,43 64,42 36,27 14,30 14,62 8175 58,21 10,48 10,34 8,81
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SAFRA TUZLARI TOLERANSI (3. Saat)
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Sekil 4.5 Bacillus izolatlarinin li¢iincii saat safra tuzu toleransi sonuglari

SAFRA TUZLARI TOLERANSI (6. Saat)
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Sekil 4.6 Bacillus izolatlarinin altinc1 saat safra tuzu toleransi sonuglar

Sekil 4.5 ve 4.6’da gorildigi gibi ¢alismamizda incelenen Bacillus
izolatlarinin liclincii saat ve altinci saatte kontrol gruplarindaki % canlilik
degerlerine bakildiginda alt1 saatlik inkiibasyon sonunda izolatlarin %
canliliginin tgilincii saate gore fark edilebilir oranda arttigi gézlemlenmistir.
Bunun sebebi Bacillus izolatlarinin logaritmik fazinin 6 saatten daha fazla
olmasindan kaynaklanmaktadir. Ancak farkli konsantrasyonlarda (%1, %2,5,
%b5, %7,5) safra tuzu igeren denemelerdeki izolatlarin, altinci saatte neredeyse

hicbir safra tuzu konsantrasyonu igin canlilik gostermedigi saptanmistir (BKz.
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Sekil 4.6). Ugiincii saatin sonunda % canlilik hesaplamasi sonuglarmin, sadece
safra tuzu konsantrasyonunun %1 oldugu denemelerde kayda deger oldugu
belirlenmistir. 3-K-S-31, 4-Ka-58-1 ve 0-4-68 izolatlarinin safra tuzu
konsantrasyonunun %1 oldugu gruplar i¢in % canliliklar1 sirasiyla 64,42, 57,62
ve 56,22 seklinde en yiiksek degerler olarak belirlenmistir. Daha yiiksek safra
tuzu konsantrasyonlarinda % canliligin yok denecek kadar az oldugu

gozlemlenmistir (Bkz. Sekil 4.5).

Thankappan et al.,2015’e gore incelenen {i¢ Bacillus izolatinin artan safra
tuzu konsantrasyonunda izolatlarda biiylime gozlemlenebilmistir. Bacillus
izolatlarindan birincisi, {i¢ saatlik inkiibasyondan sonra sirasiyla %2,5, 5, 7,5
ve %10 safra tuzunda %78,75, 76,41, 66,86 ve %67,44'liikk daha yiiksek hayatta
kalma orani kaydetmistir. Bununla birlikte, 6 saat sonra hayatta kalma, artan
safra tuzu konsantrasyonunda sirasiyla %25,71, 25,71, 23,80 ve 25,39'a
diismiistiir. Bir diger Bacillus izolat1 i¢in, {i¢ saatlik inkiibasyondan sonra ayni
safra tuzu konsantrasyonlarinda sirasiyla %67,43, 55,47, 61,57 ve %60,81
hayatta kalma gozlemlenirken, alt1 saatlik inkiibasyondan sonra %41,12, 34,63,
32,32 ve 31,31 hayatta kalma oranlar1 hesaplanmistir. Incelenen son Bacillus
izolat’inin hayatta kalma yiizdesi, artan safra tuzu konsantrasyonunda sirasiyla
li¢ saat sonra %58,05, 49,93, 49,43 ve %47,06 ve alt1 saat sonra %27,35, 25,06,
20,77 ve %19,68 idi.

Calismamizda incelenen 13 tane Bacillus izolatinin safra tuzu toleransi
literatiir ile kiyaslandiginda hem 1ii¢ saatlik i¢in hem de alt1 saatlik
inkiibasyonlar icin yiizde canlilik degerleri olduk¢a diisiik hesaplanmistir. Bu
diisiik yiizde canlilik degerleri incelenen Bacillus izolatlarinin, safra tuzu

toleranslarmin diisiik oldugunu gostermektedir.

4.7. Bacillus Izolatlarmin Hidrolitik Enzim Aktivitelerinin Belirlenmesi

Probiyotik mikroorganizmalarda hidrolitik enzim aktivitelerinin varligi,
baliklar i¢in yasadiklari sudaki besin maddelerinin enzimler tarafindan
parcalanarak baliklar tarafindan tiiketiminin kolaylasmasinda, sucul ortamdaki

atiklarin parcalanarak su kalitesinin arttirilmasinda, antifungal etki saglayarak
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baliklarda hastalik yapicit patojen funguslarla miicadelede biiyiik etkinlik
saglamaktadir (Naidu and Devi, 2005, Sayes et al., 2018). Bu sebeple bu
caligmada probiyotik o6zellikleri incelenen Bacillus izolatlarinin dort farkli

hidrolitik enzim i¢in aktiviteleri belirlenmistir.

4.7.1 Proteaz Aktivitesinin Belirlenmesi

Kati Besiyerinde Proteaz Aktivitesinin Taranmasi

Incelenen Bacillus izolatlarinin proteaz aktivitesinin belirlenmesi igin
substrat olarak skim milk kullanilarak hazirlanan kati besiyerinde  tiim
izolatlar i¢in petrilerde koloni etrafinda seffaf zon olusumu gézlenmis ve
kalitatif olarak bu bakterilerin hepsinin proteaz aktivitesine sahip oldugu
sonucuna varilmistir. Enzim aktivitesine bagli zon caplariin sekil 4.7 *de de

goriildigi gibi oldukea yliksek olduklari belirlenmistir.

Sekil 4.7 Kat1 besiyerinde proteaz enzim aktivitesi sonucu

Sivi Besiyerinde Proteaz Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi

Kat1 besiyerinde goézle yapilan degerlendirme sonucunda yiiksek proteaz

aktivitesi gosteren 16 izolatin sivi kiiltiirdeki enzim aktiviteleri belirlenmistir
(Tablo 4.13).

Tablo 4.13 incelenen Bacillus izolatlarmin kati besiyerinde ve sivi kiiltiirde proteaz
aktivitesi

Kat1 besiyerinde Sivi kiiltiirde
proteolitik aktivite proteaz aktivitesi (U/ml)

T-1-18 B 137,25

izolat No
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Tablo 4.13 Incelenen Bacillus izolatlarinin kati besiyerinde ve stvi kiiltiirde proteaz aktivitesi

(devam)
3-K-S-1-a Tt 540,56
0-2-55-a T 34,44
C-3-22-a T 223,6
10 T 48,19
0-3-21 B 253,57
C-1-16-b T 238,85
4-Ka-58-1 T 191,73
A-K-S? Tt 630,8
3-K-5-31 T 573,82
T-4-20-C-B T 456,39
0-4-68 ot 418,64
0-1-31-B B 633,71
3-K-10 2 726,16

- aktivite yok; +, zayif; ++, orta; +++, yiiksek. ++++, cok yiiksek

Incelenen Bacillus izolatlariin hepsi petri plaklarinda genis hidroliz
zonlar1 gostermelerine ragmen sivi kiiltiirde proteaz aktivitelerinde farkliliklar
saptanmigtir. Aktivite degerleri arasinda 726,16 U/ml degeriyle 3-K-10
izolatinin en yiiksek aktiviteye sahip oldugu belirlenirken, 34,44 U/ml
degeriyle O-2-55-a en diisiik aktiviteye sahip izolat olmustur. (Tablo 4.13)

Proteazlar; gen ifadesi, protein mobilasyonu ve enzim modifikasyon
caligmalar1 gibi olduk¢a Onemli biyolojik siireclerde rol almaktadir. Proteaz
enzimleri; hayvansal, bitkisel ve mikrobiyal kaynakli kalintilarin giderilmesini
saglayarak besin dongiisiiniin siirekliliginin saglanmasinda kullanilan 6nemli
bir enzimdir. Canliligin devami i¢in biitiin organizmalarca yogun olarak

iretilen bu enzimlerin biyoteknoloji agisindan 6nemi oldukca biiyiiktiir.

Biyoteknolojik uygulamalarda yogun olarak c¢alisilan Bacillus cinsi
bakterilerden elde edilen proteaz enzimleri yiiksek sicaklik degerlerinde dahi
enzim stabilitelerini koruyabilmekte ve bakteri durgunluk fazindayken dahi
enzim iretimi yapabilmeleri acisindan bircok sektérde tercih edilen bir

enzimdir (EI-Gendi et al.,2016).
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Giliniimiizde yiiksek miktarlarda ticari olarak ftiretilen alkalin proteazlar
Bacillus suslarindan elde edilmektedir. Cogu organizma proteazlar iiretmekte
fakat sadece Bacillus’lar yiiksek miktarlarda ekstraseliiler proteazlari
tretmektedirler (Potumarthi et al., 2007, El-Safey and Abdul-Raouf 2004).
Bacillus subtilis suslaridan birinin 320 U proteaz aktivitesi belirtilmistir (Yu
et al., 2007). Naidu and Devi, 2005, yaptiklar1 ¢alismada toprak izolati olan

Bacillus ile farkl karbon kaynaklar: i¢in 32-81 ml* aktivite bildirmislerdir.

Proteazlar su iirtinleri yetistiriciliginde baliklarda yem maddesi olarak
kullanilan protein igerikli gidalarin parcalanmasinda ve bu gidalarin baliklar
tarafindan tiikketiminin saglanmasinda oldukg¢a yiliksek onem arz etmektedir.
Protein kaynakli sucul atiklarin pargalanarak yok edilip, su kalitesinin ve
baliklarin yasam kalitesinin arttirilmast ig¢in proteaz aktivitesi biiylik katki

saglamaktadir (Potumarthi et al., 2007, EI-Gendi et al.,2016).

4.7.2 Amilaz Aktivitesinin Belirlenmesi
Kat1 Besiyerinde Amilaz Aktivitesinin Taranmasi

Incelenen Bacillus izolatlarmin amilaz aktivitesinin belirlenmesi icin
substrat olarak ¢Oziinlir nisasta kullanilarak hazirlanan kati besiyerine test
bakterilerinin ekimi yapilmustir. Inkiibasyon sonunda petriler 10 dakika
boyunca iyodin soliisyonu ile muamele edilmistir. 10 dakikanin sonunda
petriler saf su ile yikanarak mavi siyah renge boyanan petrilerin, bakteri
kolonisi etrafinda olusan seffaf zon kalitatif olarak amilaz aktivitesinin varligi
olarak kabul edilmistir. Tarama sonucunda sekiz tane Bacillus izolati i¢in kat1

besiyerinde amilaz aktivitesi belirlenmistir.

Sekil 4.8.b’de de goriildiigi gibi C-3-22-a izolatinin 10 izolatina gére amilaz
enzim aktivitesi daha yiiksektir. Sekil 4.8.a *da kirmiz1 oklarla gosterilen 4-Ka-

58-1 izolatinin amilaz enzimine kars1 aktivite gostermedigi gozlemlenmistir.
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Sekil 4.8 Kat1 besiyerinde amilaz enzim aktivitesi sonuglari

Sivi Besiyerinde Amilaz Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi

Kati1 besiyerinde gozle yapilan degerlendirme sonucunda yiiksek amilaz
aktivitesi gdsteren sekiz izolatin siv1 kiiltiirdeki enzim aktiviteleri belirlenmistir
(Tablo 4.14).

Tablo 4.14 incelenen Bacillus izolatlarmin kat1 besiyerinde ve sivi1 kiiltiirde amilaz aktivitesi

izolat No Kat besiyerinde _ Swvi kiiltiirde
amilaz aktivitesi amilaz aktivitesi (U/ml)
T-1-18 M 121714
3-K-$-1-a S 1746,66
0-2-55-a M 1157,14
C-3-22-a et 1720
10 o 1598,09
0-3-21 i 1440,47
C-1-16-b e 1380,95
4-Ka-58-1 - 130,47
A-K-8? - 1230
3-K-S-31 e 131381
T-4-20-C-B - 1251.90
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Tablo 4.14 Incelenen Bacillus izolatlarinin kat1 besiyerinde ve sivi kiiltiirde amilaz aktivitesi

(devam)

0-4-68 - 114714
0-1-31-B - 1333,81

3-K-10 - 1346,66

- aktivite yok; +, zayif; ++, orta; +++, ylksek. ++++, cok ylksek

Amilazlar 6zellikle besin tekstil ve kagit endiistrisi gibi farkli alanlarda
kullanimlarina bagh olarak pek ¢ok endiistriyel proseste potansiyel kullanim
alan1 bulmaktadirlar (Tanyildiz: et al., 2006). Bacillus genusuna ait pek ¢ok tiir
ekstraseliiler amilaz treticisi olarak belirtilmektedir. Yapilan bir ¢alismada
gida atiklarindan elde edilen amilaz tiretici Bacillus sp. petri plaginda amilaz
pozitif olarak bulunduktan sonra, sivi kiiltiirde aktivitesi 30 U/ml olarak
belirtilmistir (Sudharhsan, et al., 2007). Yiiksek miktarda ekstraseliiler amilazin
bakteriyel biiylimenin stasyoner fazinda meydana geldigi belirtilmektedir.
Bacillus amilazlarina olan ilgi son yillarda artmistir ve endiistriyel amagh
olarak kullanilabilecek farkli 6zellikteki amilazlar1 belirten ¢alismalar vardir

(Rajagopalan and Krishnan, 2008).

Amilaz enzimi nisastanin pargalanarak bir besin maddesi olarak baliklar
tarafindan tiiketilmesinin saglanmasi adina su iiriinleri yetistiriciliginde de
oldukga yiliksek Oneme sahip bir enzimdir (Sudharhsan, et al., 2007).
Literatirde 30 U/ml amilaz enzim aktivitesine sahip olan izolat ile
kiyaslandiginda ¢alismada incelenen tiim izolatlarin ¢ok yiiksek seviyeler de

amilaz enzim aktivitesine sahip olduklari belirlenmistir (Tablo 4.14)

Incelenen Bacillus izolatlarindan yapilan tarama sonucunda Kati
besiyerinde sadece 8 izolat amilaz aktivitesi gostermis olsa da siv1 kiiltiirde tiim
izolatlarin amilaz aktivitesi taranmistir. Petri plaklarinda belirlenen pozitif
sonuclara paralel olan amilaz aktiviteleri tespit edilmesinin yani sira petri
plakalarinda aktivite gostermeyen izolatlarin da sivi kiiltiirde yiiksek amilaz
aktivitesi gosterdikleri belirlenmistir. 3-K-S-1-a ve C-3-22-a sirasiyla 1746,66
U/ml ve 1720 U/ml ile en yiiksek aktiviteye sahip tiirler olarak belirlenmistir.
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4.7.3. Lipaz Aktivitesinin Belirlenmesi

Kati Besiyerinde Lipaz Aktivitesinin Taranmasi

Incelenen Bacillus izolatlarinin lipaz aktivitesinin taranmasi i¢in substrat
olarak Tween 80 kullanilarak hazirlanan kati besiyerine ekimi yapilmistir.
Inkiibasyon sonunda biiyiiyen bakteri kolonisi etrafindaki graniiler ¢okeltiler
pozitif sonug¢ olarak degerlendirilmistir. Kati1 besiyerinde incelenen izolatlarin

higbirinde lipaz aktivitesi gozlemlenememistir.

Sivi Besiyerinde Lipaz Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi

Lipazlarin ¢esitli biyoteknolojik uygulamalarda kullanimi1 hizli bir sekilde
artis gostermektedir. Bu sebeple ticari olarak bilinen 6nemli enzim gruplari
arasinda yer almaktadirlar. Lipaz enzimi yaglarin hidrolizi i¢in kullanilan
enzim grubundandir. Su triinleri yetistiriciliginde lipaz enzimi ile yaglarin yag
asitlerine parcalanmasi ile yag asitlerinin antifungal etkisinin yiiksek oldugu
belirlenmigtir. Bu sebeple hem baliklarin tiiketimi i¢in yag molekiillerinin
pargalanarak tiiketime uygun hale gelmesinde hem de funguslarla miicadelede
talep edilen bir enzim grubu haline gelmistir (Tanyildiz1 et al., 2006, Abdou,
n.d.).

Tablo 4.15 Incelenen Bacillus izolatlarinin kat1 besiyerinde ve sivi kiiltiirde lipaz aktivitesi

izolat N Kati besiyerinde Sivi kiiltiirde
zolat No lipaz aktivitesi lipaz aktivitesi (U/ml)
T-1-18 i 1,5669
3-K-S-1-a - 4,0235
0-2-55-a - 2,8096
C-3-22-a - 1,2473
10 - 2,981
0-3-21 - 4,838
C-1-16-b - 4,1476
4-Ka-58-1 - 2,3324
A-K-S? - 5,9138
3-K-S-31 - 1,3158
T-4-20-C-B b 1,8644
0-4-68 - 2,059
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Tablo 4.15 Incelenen Bacillus izolatlarinin kat1 besiyerinde ve sivi kiiltiirde lipaz aktivitesi

(devam)
0-1-31-B - 3,0218
3-K-10 ) 1,2454

- aktivite yok; +, zayif; ++, orta; +++, ylksek. ++++, cok ylksek

Kat1 besiyerinde incelenen izolatlarin hicbiri lipaz  aktivitesi
gostermemistir, ancak diger hidrolitik enzim aktivitelerinin incelenmesi
sirasinda da kat1 besiyeri taramalarmin sivi Kkiiltiirle birebir paralellik
gostermemesi sebebiyle tiim izolatlarin sivi  kiiltiirde lipaz aktivitesi
incelenmistir. Fakat petri plakalarinda aktivite gostermeyen izolatlarin, sivi
kiiltiirde de lipaz aktivitesine yok denecek kadar az saptanmistir. En yiiksek
aktivite degeri 5,9138 U/mL degeri ile A-K-S? izolatinda tespit edilmistir. Bu
da lipaz aktivitesi i¢in kat1 besiyerinde tarama ve sivi kiiltlir enzim aktivitesi
sonuclarinin az ¢ok paralellik gosterdigi sonucunu ortaya c¢ikarmistir.
Literatiire bakildiginda, Abdou, n.d., Bacillus spp. igin lipaz enzim aktivitesi
degerlerinin 10 U/mL ve daha yiliksek degerlerde de hesaplandig:
gozlemlenmistir (Abdou, n.d.). Calismamizda incelenen Bacillus izolatlarinin

en diigiik aktivite gosterdigi enzim lipaz enzimi olarak belirlenmistir.

4.7.4. Seliilaz Aktivitesinin Belirlenmesi
Kat1 Besiyerinde Seliilaz Enzim Aktivitesinin Taranmasi

Incelenen Bacillus izolatlarinin seliilaz aktivitesinin taranmasi igin
substrat olarak karboksimetil seliilloz (CMC) kullanilarak hazirlanan kati
besiyerine ekimi yapilmistir. Inkiibasyon sonunda petriler %0,05°lik Kongo
kirmizisi boyasi ile 10 dakika muamele edilmistir. 10 dakikanin sonunda ise
boyanin tamamen temizlenebilmesi i¢in petriler 1M NaCl ile ii¢ defa ikiser
dakika yikanmistir. Pembe kirmizi boyanan petrilerdeki bakteri kolonileri
etrafindaki seffaf zon pozitif olarak degerlendirilmistir. Kati besiyerinde
yapilan tarama sonucunda bes Bacillus izolatt i¢in selillaz aktivitesi

gbzlemlenmistir (Tablo 4.16).
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Sekil 4.9 Kati besiyerinde seliilaz enzim aktivitesi

Sivi Besiyerinde Seliilaz Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi

Bitki biyokiitlesi, hiicre duvarlarinin ana bileseni olarak seliiloz igerir.
Seliiloz, bitki biyokiitlesinin kuru agirliginin %50'sini ve tarimsal atiklar gibi
ikincil biyokiitle kaynaklarinin kuru agirliginin yaklasik %350'sini olusturur.
Seliiloz, hidrolize direngli ve suda c¢oziinmeyen giicli lifli, kristal bir
polisakkarittir (Haruta et al., 2003; Habibi et al., 2010). Seliilaz enzimleri,
seltilozu daha kiigiik oligosakkaritlere ve nihayetinde glikoza hidrolize edebilir.
Seliilazlar yillardir akademik ve endiistriyel arastirmalarin hedefi olmustur ve
su anda bircok endiistride uygulanmaktadir. Mikrobiyal seliilazlar bir¢ok
potansiyel endiistriyel ve biyoteknolojik uygulamaya sahiptir ve bu nedenle

yiiksek talep gérmektedir (Singh et al., 2007; Kasana et al., 2008).

Bakteriler, hizli biiylimeleri, asir1 sicaklik ve pH'larda stabilite
saglamalar1, daha az geri besleme inhibisyonu ve cesitli ¢evresel kosullara
dayanma yetenekleri nedeniyle selillaz {retimi i¢in  genis c¢apta
arastirtlmaktadir. Bacillus subtilis, biiyiikk miktarlarda hiicre disi seliilolitik
enzim salgilama kapasitesi nedeniyle baskin bir tiir olmaya devam etmektedir
(Rawat and Tewari,2012; Kim et al., 2009).
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Bir enzim ve bir iiriin, enzim-iiriin kompleksi olusturarak viicuttaki kimyasal
reaksiyonu katalize eder. Enzim, iiriiniin daha kii¢iik yan iiriinlere ayrilmasina
yardime1 olur. Seliilaz enzimi sucul ortamda bulunabilecek bitki ve mantarlari
parcalayarak bunlarin daha kiigiik alt molekiillere ayrilmasina ve baliklar
tarafindan tliketiminin kolaylasmasina yardimei. Antifungal aktivite 6zelligine
de sahip olan selillaz enzimi baliklarin fungal hastaliklara karsi savunma

mekanizmasinda 6nemli bir yere sahiptir (Rajagopalan and Krishnan, 2008).

Tablo 4.16 Incelenen Bacillus izolatlarinin kat1 besiyerinde ve siv1 kiiltiirde seliilaz aktivitesi

Izolat No Kati besiyerinde _ Swikiiltiirde

lipaz aktivitesi lipaz aktivitesi (U/ml)
T-1-18 3 105
3-K-S-1-a - o
0-2-55-a - 1678
(3222 - 55,30
al i 53,79
B " 30,19
¢-116b - 56,08
4-Ka-58-1 - 5
il F 45,00
K-Sl o 46,83
T-4-20-C-B - 73
0-4-68 M 5521
0-1-31-B T+ 5
K10 - 45,54

- aktivite yok; +, zayif; ++, orta; +++, ylksek. ++++, cok yuksek

Kat1 besiyerinde seliilaz enzim aktivitesi gosteren 5 izolat belirlenmistir.
Sivi kiiltirde de tiim izolatlarin aktivitesi taranmigtir. Petri plaklarinda
belirlenen pozitif sonuglara paralel olarak sivi kiiltiirde de enzim aktivitesi bu
izolatlar i¢in saptanmistir. Bunun yaninda petri plakalarda aktivite gostermeyen
izolatlarinda siv1 kiiltiirde yiiksek aktivite gosterdikleri belirlenmistir. 3-K-S-
1-a ve C-1-16-b sirasiyla 59,13 U/ml ve 56,08 U/ml ile en yiiksek aktiviteye

sahip tiirler olarak belirlenmistir.
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Sonug olarak 3-K-S-1-a, kat1 besiyerinde enzim aktivitesi gostermemis
olsa da siv1 kiiltiirde en yliksek aktiviteye sahip tiir olarak belirlenmistir. Bu
durum kat1 besiyerinde enzim aktivitesi tayininin bize bir fikir vermis olsa da
kesin sonuglar i¢in sivi kiiltiirde enzim aktivitesinin belirlenmesinin daha

saglikli sonuglar elde etmemizde bize yardimer olacagini gostermektedir.

4.8. Bakteriyel Tutunma Testi

Bacillus izolatlarinin insan bagirsak karsinom (Caco-2) hiicrelerine
baglanma yeteneklerinin incelendigi denemeye ait sonuglar tablo 4.17 ‘de yer
almaktadir. Yapilan ¢alisma sonucunda incelenen Bacillus izolatlari igin elde edilen

% tutunma degerleri.

Tablo 4.17 Bacillus izolatlarinin Caco-2 hiicrelerine tutunma kabiliyetleri

Bacill Baslangic Uygulama Sonrasi
Jacligs Hiicre Sayisi Hiicre Sayisi % Tutunma
Jzolatlagy (kob/mi) (kob/ml)
0-1-31-B 2,65X107 6,815 0,25
C-1-16-B 1,15X107 1,57 0,13
0-2-55-A 1,75X107 7.4 0,42
0-4-68 1,12X107 0,745 0,06
0-3-21 1,23X107 2 0,001
3-K-10 2,75X107 4,98 0,18
0-4-57-B 3,10X107 2,755 0,09
3-K-S-31 7,85X107 1,905 0,02
T-4-20-C-B 2,33X107 4,525 0,02
A-K-3 3,11X107 2,13 0,07
10 1,28X107 1,2 0,09
A-K-$2 2,14X107 3,21 0,15
C-3-22-A 4,75X107 0,66 0,01
3-K-S-1-A 3,10X107 1,235 0,04
T-1-18 2,25X107 2,3 0,01
4-Ka-58-1 3,05X107 3,425 0,11
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Yapilan calisma sonucuna gore iki paralel olarak gerceklestirilen
denemede incelenen izolatlarin birbirine ¢ok yakin tutunma degerleri verdigi

saptanmustir. O-2-55-A izolatinin her iki paralelde de en yiiksek % tutunma

degerini saglayan izolat oldugu saptanmustir. Her iki deneme sonucuna gére O-
2-55-A izolatinin ylizde tutunma degeri %0,42 olarak belirlenmistir. Caco-2
hiicrelerine tutunmanin neredeyse yok denecek kadar az oldugu izolat ise her

iki paralelde de ¢ok yakin sonuglarin hesaplandigi O-3-21 izolat1 olmustur.

Sekil 4.10 Bacillus izolatlarinin Caco-2 hiicrelerine tutunma kabiliyetleri

Caco-2 Hucrelerine Tutunma
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0,350
< 0,300
=
S 0,250
=
5 0,200
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0,100
0,050 I I I I
0000 . [ | [ | I . -
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SR SHECAUE SEPE NS

Bacillus izolatlar

Sekil 4.10 da goriildigi gibi sonuglar birbirine yakin olsa da ylizde
tutunma degerleri literatiire kiyasla ¢ok diisiik seviyelerde hesaplanmistir.
Literatirde, Lactobacilluslar i¢in %2-30 araliginda seyreden tutunma
degerlerinin, Bacilluslar i¢in tutunma degerlerinin %40-60 araliginda oldugu
gozlemlenmistir (Li et all., 2017, Aubin et all., 2005). Bacillus izolatlar1 igin
belirlenen degerler ile literatiir degerleri karsilastirildiginda, literatiirdeki
degerlere yakin sonucun elde edildigi sadece bir izolat oldugu goriilmiistiir.
Yapilan ¢alismada O-2-55-A izolatinin %0,42 degerle en yiiksek yiizde
tutunma saglayan izolat oldugu saptanmistir. Bu tutunma ytlizdesi de yine

literatiir de belirtilen en diisiik tutunma yiizdesi seviyelerindedir. Caco-2
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hiicrelerine tutunmanin neredeyse yok denecek kadar az oldugu izolat ise

%0,001 degeri ile O-3-21 izolat1 olmustur.

4.9. Hemolitik Aktivitenin Belirlenmesi

Probiyotik 6zellikleri incelenen Bacillus izolatlariin patojen olup
olmadiklarmin belirlenmesi i¢in hemolitik aktiviteleri incelenmistir. Incelenen
tim izolatlarin hemolitik aktiviteye sahip oldugu belirlenmistir. Ancak
literatiire bakildiginda Bacillus spp.’nin genis bir yelpazede lipopeptit
biyosiirfaktanlar trettigi bildirilmistir. Bacillus suslarinin lipopeptit 6zleri
ayrica hemolitik aktivite goOstererek siirfaktan iiretmek i¢in giicli
potansiyellerini ortaya koymaktadir (Banat et al., 2000). Yapilan bir baska
calismada da biyosiirfektan {liretimi ve hemolitik aktivite arasinda paralel bir
baglanti oldugu belirlenmistir. Bu c¢alismada incelenen Bacillus tiirlerinde
biyosiirfektan {retiminin yiiksek oldugu suslarda paralel olarak yiiksek

hemolitik aktivite zonlar1 gozlemlenmistir (Vater et al.,2003, Ongena and

Jacques, 2008).

Sekil 4.11 Bacillus izolatlarinin hemolitik aktivite kabiliyetleri

Calismada incelenen biitiin izolatlarda beta hemolitik aktivite zon olusumu
gozlemlenmistir. Bu da bize inceledigimiz Bacillus izolatlarinin siirfektan
iiretimine bagli bir hemolitik aktivite zonu olusturma ihtimallerinin
olabilecegini diisiindiirmiis ve patojen olup olmadiklarmin teyit edilebilmesi

i¢in koagiilaz testi yapilmistir.

4.10. Koagiilaz Aktivitesinin Belirlenmesi
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Koagiilaz enzimi bir¢ok bakteri tarafindan olusturulmaktadir. Koagiilaz
testi daha ¢ok patojen ve patojen olmayan mikroorganizmalari birbirinden ayirt
etmek i¢in kullanilmaktadir. Koagiilaz pozitif mikroorganizmalar kan serumu
igerisinde proteinleri parcalayarak kanda c¢okelme (pihti) olusmasina sebep
olmaktadir. Bu mikroorganizmalar patojen mikroorganizmalar olarak kabul
edilir. Daha cok patojen ve patojen olmayan stafilokoklari belirlemek ve
ayrimlarmni yapmak i¢in kullanilan bir yontemdir. Staphylococcus aureus ve
Staphylococcus  epidermidis  insanlarla  iligkisi  sikca  g6zlemlenen
stafilokoklardir. S. aureus koagiilaz pozitif, S. epidermidis koagiilaz negatiftir
(Lebeer et al., 2010).

Calismada hemolitik aktivite testi pozitif oldugu belirlenen biitiin
Bacillus izolatlarinin patojenite testinin dogrulanmasi i¢in tiim izolatlara

koagiilaz testi yapilmustir.

Sekil 4.12 Bacillus izolatlarinda koagiilaz testi sonucu

Calismamizda koagillaz denemesi sonucunda g izolatin koagilaz pozitif
oldugu belirlenmistir. Bu izolatlar, 0-1-31-b, 3-K-S-31 ve 4-Ka-58-1 ‘dir. Bu
sonuglar bize hemolitik aktivitesi pozitif ¢ikan izolatlardan 13 tanesinin patojen
olmadigini, hemolitik aktivite testi sonucunda goézlemlenen zonun siirfektan

Uretimi sonucunda olusmus bir zon olabilecegini gdstermistir.

4.11. Biyofilm Uretiminin Belirlenmesi
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Biyofilm, mikroorganizmalarin bir yiizey {izerine yapigmalar1 ve kendi
trettikleri polimerik yapidaki jelimsi bir tabaka iginde yasamalariyla
olusturduklar1 topluluk olarak tanimlanabilir. Laboratuvar disinda, bakteriler
nadiren kendilerini kiiltiir ortami1 kadar besin agisindan zengin bir ortamda
bulurlar ve bu ideal olmayan kosullarda, biyofilm biiyiime modunun sagladigi
bir dizi uygunluk avantaji vardir. Biyofilmler, kan akis1 ve tiikiiriik etkisi ile
iiretilen kesme kuvvetleri gibi fiziksel kuvvetlere karsi direnglidir (Davies et

al., 1993, Loo, C.Y., 2003).

Biyofilm igindeki organizmalar besin yokluguna, pH degisikliklerine ve
antibiyotiklere planktonik organizmalardan daha iyi dayanabilir. Biyofilmler
ayrica fagositoza karsi direnglidir ve biyofilme saldirmaya c¢alisan fagositler
aslinda biyofilmin kendisinden ¢ok c¢evre dokulara zarar verebilir. Bakterilerin
insan viicudunda sabit kalmasini saglamak icin birtakim stratejileri vardir.
Fibronektin, fibrinojen, vitronektin ve elastin gibi hiicre dig1 matris
proteinlerine baglanan bakteriyel ylizey proteinleri, yapiskan matris
molekiillerini taniyan mikrobiyal yiizey bileseni olarak adlandirilir ve
genellikle bakterilerin konak igindeki kati ylizeylere ilk yapigsmasinda anahtar
rol oynamaktadir (Patti et al., 1994, O’Toole et al., 2000).

Bu sebeplerle probiyotik izolatlardaki biyofilm {iretim kabiliyeti bagirsak
ylizeyine tutunma ve daha uzun siire patojenlerle rekabet edebilme 6zelligi
saglamas1 acisindan aranan bir Ozelliktir. Patojen mikroorganizmalarin
biyofilm {tretebilme oOzelligine sahip olmasi ise gastrointestinal sistem de

probiyotik izolatlarin rekabet giiciinii diisiirecektir.

Tablo 4.18 Bacillus izolatlarinin biyofilm lretim testi sonuglari

Bacillus izolatlar: Biyofilm Uretimi
0-1-31-B Giiclii
C-1-16-B Giglii
0-2-55-A Zayif

0-4-68 Giglii
0-3-21 Zayif
3-K-10 Giglii
3-K-S-31 Zayif
T-4-20-C-B Zayif
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Tablo 4.18 Bacillus izolatlarinin biyofilm Gretim testi sonuglari (devam)

a. 0-4-68

10 Giiglii
C-3-22-A Giilii
3-K-S-1-A Giiglii
4-Ka-58-1 -
T-1-18 -
8-4-A Giiglii
A-K-3 Giilii
A-K-S? Giiglii

b.T-4-20-C-B

Sekil 4.13 Bacillus izolatlarinda biyofilm Gretimi sonuglari; a. Gugla biyofilm Ureticisi, b. Zayif
biyofilm Ureticisi, c. Biyofilm olusturmayan

Calismada incelenen izolatlarin 10 tanesi gii¢lii biyofilm aktivitesi, dort
tanesi zayif biyofilm aktivitesi gosterirken, iki adet izolata ait biyofilm
aktivitesi gozlemlenememistir. Bu da probiyotik olarak kullanilabilecek,
gastrointestinal sistemde rekabet giicli yiiksek olabilecek en az dokuz adet

izolatin var oldugunu gostermektedir.

4.12. Probiyotik ('jzg!liklerine Gore Secilen Bir Bacillus izolatinin

Laboratuvar Olgeginde Uretim Optimizasyonu Sonuglari

Probiyotik 6zellikleri incelenmis ve probiyotik olarak kullanilabilirligine
in vitro testler sonucunda karar verilmis olan 16 izolattan bir tanesinin
ekonomik karbon ve azot kaynaklar1 ile {retim optimizasyonu
gerceklestirilmistir.  Optimizasyonu  gergeklestirilecek  olan  i1zolatin
belirlenmesinde yapilan denemeler sonucunda Tablo 4.19°da 6nem derecesine
gore verilmis olan sonuclar degerlendirilmistir. Bacillus O-4-68 izolatinin

probiyotik 6zellikleri diger 15 susa gore daha etkin bulunmustur.

Su triinleri yetistiriciliginde halen yaygin olarak kullanilan antibiyotikler

direncli genlerin olugmasina ve bu genlerin baliklardan son tiiketici olan
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isnsanlara kadar pek c¢ok canliya taginmasina sebep olmaktadir. Probiyotik
mikroorganizmalarin kullanilmaya baslanmasi ile antibiyotik kullaniminin
Oniine gecilmesi hedeflenmektedir. Bu sebeple probiyotik olarak kullanilacak
bir izolatin tagimasi gereken en onemli Ozellik antibiyotik duyarliliga sahip
olmasidir. Optimizasyon igin segilen -4-68 izolat1 su iiriinleri
yetistiriciliginde yaygin olarak kullanilan antibiyotiklerden, incelenen dokuz
adet antibiyotige karsi diren¢ geni tasimamaktadir. Probiyotik bir izolatin
kullanilacag1 ortamdaki patojen suslari inhibi etme yetenegi en Onemli
kosullardan bir digeridir. O-4-68 izolati incelenen dort farkli balik patojeni
izolat igerisinden ii¢ tanesi (V. anguillarum, Y. ruckeri ve L. garvieae) igin
antibakteriyel aktivite gostermektedir. Hem fungal patojenlerin inhibisyonu
hem de baliklarin yasadigi ortamda besin maddelerinin baliklar tarafindan
tiiketilebilmesi i¢in 6nemli bir kriter olan enzim aktiviteleri i¢in amilaz, lipaz,
seliilaz ve proteaz olarak dort farkli enzim incelenmis ve bu enzimler i¢in O-4-

68 izolatinin yiiksek degerlere sahip oldugu belirlenmistir.

Bir probiyotik mikroorganizmanin islevini yerine getirebilmesi igin
baligin sindirim sisteminden zarar goérmeden bagirsaklara ulasabilmesi ve
burada patojenlerle rekabet ederek bagirsak yiizeyine baglanabilmesi
gerekmektedir. Bu sebeple mide sivisi enzimleri ve pH ‘sindan etkilenmeden
probiyotik mikroorganizmanmn canliligini siirdirmesi gerekmektedir. O-4-68
izolat1 sentetik mide sivisinin igerdigi pepsin enziminden ve 2,5 pH degerinden
kabul edilebilir bir etkiyle, %61,29 canlilik degeri gostererek basariyla
bagirsak kanalina gegisini gerceklestirebilecegini kanitlamistir. O-4-68 izolati
bagirsak kanalinda salgilanan safra tuzlarinin artan konsantrasyonlarinda
olusacak olumsuz etkilere karsi incelenen diger izolatlara oranla daha yiiksek

direng saglamistir.

Canliligimm1 yiiksek oranda koruyarak bagirsaga ulasabilen izolatin
bagirsakta patojen mikroorganizmalarla rekabet edebilmesi icin yiizeye
tutunmasi ve yayimasi1 gerekmektedir. Boylece patojen mikroorganizmalar
bagirsak ylizeyine tutunamayip diski ile disartya atilmis olacaktir. Bunun i¢in
izolatin hidrofobik ¢6zgene baglanabilme yetenegi yiliksek olmali, Caco-2

hiicrelerine baglanabilmeli ve biyofilm olusturarak koloniler halinde bagirsak
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yiizeyinde rekabet giiciinii arttirabilmelidir. Bu ii¢ 6zellik agisindan O-4-68
izolat1 kabul edilebilir sonuclar gostermektedir. Onem derecesine gore tablo
4.17 de siralanmuis tiim izolatlar arasinda her bir incelenen 6zellik i¢in optimum

degerleri saglayan izolat Bacillus sp. O-4-68 olmustur.
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Tablo 4.19 Probiyotik potansiyele sahip Bacillus izolatlarinin in-vitro deneme sonuglari

Antibakteriyel Aktivite Testleri . » . Safra Tolerans (3. Saat)
i N - Enzim Aktiviteleri (U/ml) Mide Sivis (% Canhlik) Hidrofobik .
Bacillus Antibiyotik Karsit Clzgi Test Yontemi ‘ Agar y Tolesansi Cozgene ﬁ_it:ﬁ:::l Biyofilm
i S *
polattan buyarli s el in:irij::on Amilaz | Lipaz | Seliilaz Proteaz (gc.as:ﬁ"::() Konsas“atfrr:S.Yrg::a" (%) (;adct;izl‘lll?kr; (%Canlilik) olusume
AH. | V.A | LG |v.r | Zonu(mm) 0o [10]25]50]75
0-1-31-B D + - - + 1,8+0,2 1333,81 | 3,02 45,42 633,71 72,18 60,4 | 50,4 | 23,6 | 21,7 | 21,4 10,37 0,25 Giiglii
C-1-16-B D - + - + 0 1380,95 | 4,15 56,08 238,85 79,66 69 |21,7|21,5]| 21,3 | 20,9 81,28 0,13 Guglii
6-2-55-A D - + - + (] 1157,14 | 2,81 | 46,28 34,44 75,14 80 [17,6 | 17,5 | 159 | 15,5 79,45 0,42 Zayif
0-4-68 D - + + + 2,37+0,2 1147,14 | 2,06 55,21 418,64 61,29 62,9 | 56,2 | 44 | 23,6 | 21,5 59,48 0,06 Giiglii
0-3-21 D - - + + 0 1440,47 | 4,84 30,19 253,57 43,49 83 358308235 21 21,68 0,001 Zayif
3-K-10 D + + - + 0,93+0,3 1346,66 | 1,25 45,54 726,16 42,62 79,8 | 10,4 | 4,71 | 4,27 | 3,76 49,2 0,18 Giiglii
3-K-S-31 D + - - + 0 1313,81 | 1,32 46,83 573,82 51,22 82,4 (64,4 36,3 | 14,3 | 14,6 55,15 0,02 Zayif
T-4-20-C-B D - + - + 0 1251,9 | 1,86 47,36 456,39 48,56 8 |16,8|16,1 | 16 | 16,3 73,75 0,02 Zayif
10 D - + - + 0 1598,09 | 2,98 53,79 48,19 43,37 66,6 | 14,5 | 13,6 | 14,2 | 13,8 48,07 0,09 Giiglii
C-3-22-A D + + + + 0 1720 1,25 55,3 223,6 75,76 54,2 | 15,6 | 15,5 | 15,1 | 13,4 46,06 0,01 Guglii
3-K-S-1-A D - + - + 0 1746,66 | 4,02 59,13 540,56 64,61 78,3 | 16,4 | 14,3 | 14,2 | 13,7 62,95 0,04 Guglii
4-Ka-58-1 D - - + - 0 130,47 | 2,33 3,95 191,73 59,93 63,5 57,6 | 45,4 | 39 |33,8 13,33 0,11 -
T-1-18 D + - - - 0 1217,14 | 1,57 4,05 137,25 42,96 858 (313 | 28 | 17,9 | 15,3 31,3 0,01 -
8-4-A D + + . + 0,860,3 - - - - (-) 16,5 - - - - - - 0,09 Giiclii
A-K-3 D + + + + 2,33+0,3 - - - - (-) 28,2 - - - - - - 0,07 Giiclii
A-K-S? - - - - - 0 1230 5,91 45,09 630,8 - - - - - - - 0,15 Guglii

* D: Duyarh, Antibiyotikler duyarlilik testinde kullanilan antibiyotikler: AMX, amoksisilin; TET, tetrasiklin; NEO, Neomisin; GEN, Gentamisin; PEN, Penisilin; STR, Streptomisin; O. TET, Oksitetrasiklin; K, Kanamisin; ERY, Eritromisin)
** patojen Mikroorganizmalar: Aeromonas Hydrophila (A. h.), Vibrio Anglarium (V. a.), Lactococcus Garvieae (L.g.), Yersinia Ruckeri (Y. r.)
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4.12.1 Secilen Bacillus izolat1 i¢in inkiibasyon siiresinin belirlenmesi

Bacillus O-4-68 izolatnin iiretim esnasinda maksimum biiyiimeyi
gosterdigi zamanin tam olarak belirlenebilmesi amaciyla NB besiyerindeki
biliylime egrisi ¢ikarilarak biiylime fazlari belirlenmistir. NB besiyerinde elde
edilen biiyiime hizi egrisi sekil 4.18 ‘de goriilmektedir. Bacillus O-4-68
izolatinin NB besiyerinde logaritmik fazda en yiiksek canli hiicre sayisina

ulastig1 inkiibasyon siiresi 24 saat olarak belirlenmistir.

Tablo 4.20 Bacillus O-4-68 izolatinin zamana gore canli hiicre sayilar1 (kob/mL)

inkiibasyon | NB Besiyerinde Gelisen
Siiresi (saat) Canlh Hiicre Sayis1
(kob/ml)
0 2,75 x108
6 1,66 x10°
11 9,2 x108
24 5,4x10%°
30 4,4x10%
34 1x10%
48 5,6 x10°
54 2,3 x10°
57 1,4 x10°
72 9 x108
6
g5
S
Es
$
23
52
-
81
0
0 10 20 30 40 50 60 70 80
Zaman (saat)

Sekil 4.14 Bacillus O-4-68 izolatinin biiyiime egrisi
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4.12.2 Biyokiitle iiretim ortam iceriginin optimizasyonu

En iyi probiyotik &zellikleri sagladig1 belirlenen Bacillus O-4-68 izolatinin
iiretim ortaminda kullanilan karbon ve azot kaynaklarinin belirlenmesinde
oncelikle literatiire bagli olarak en iyi sonuclarin elde edildigi ti¢ farkli tiretim
ortaminda biyokiitle iiretimi gerceklestirilmistir. Tablo 4.21°de denenen iig

farkli ortama ait biyokiitle tiretim miktarlarina yer verilmistir.

Tablo 4.21 Bacillus O-4-68 izolatmin {i¢ farkli iiretim ortaminda biyokiitle iiretimi sonuglari

BiYOKUTLE URETIM BiYOKUTLE URETIM BiYOKUTLE URETiM ORTAMI
ORTAMI 1 ORTAMI 2 3
iCERIK MIKTAR iCERIK MIKTAR iCERIK MiKTAR
(100ML) (100ML) (100ML)

MELAS 150¢g SOYA UNU 20g NiSASTA 1,5¢g

CSL* 1,50 ¢g KURU MAYA 1,0g KURU MAYA 20g
MgS0, 0,40 ¢g MgS04.7H,0 01g (NH4)2S0,4 0,1g
K,HPO, 0,30¢g
KH,PO4 0,30¢g

Biyokiitle Miktari (kob/ml)
5,0x10°+0,08 2,1x10%0,25 3,3x107+0,12

*CSL; Misir 1slatma sivisi

Calismamizda, literatiirde verilen bu {i¢ ortamda iiretilen O-4-68 izolatinin
biyokiitle tiretim miktarinin en fazla oldugu (Tablo 4.21) iiretim ortami
(biyokiitle liretim ortami-1) baz alinarak karbon kaynagi (melas) sabit tutulup,
besiyerinde 3 farkli azot kaynagi olarak; soya unu, misir 1slatma sivist ve kuru
maya ile hazirlanmig liretim ortamlarinda biyokiitle iiretimi incelenmistir.
Deneme sonuglarina gore tablo 4.22°de de goriildiigii gibi incelenen azot
kaynaklarindan soya unu ile yapilan deneme sonucunda biyokiitle {iretiminin

en yiiksek oldugu belirlenmistir.

Tablo 4.22 Bacillus O-4-68 izolatinin ii¢ farkli azot kaynagi icin biyokiitle {iretimi sonuglari

BiYOKUTLE URETIM BiYOKUTLE URETIM BiYOKUTLE URETIM
ORTAMI 1 ORTAMI 2 ORTAMI 3

L MIKTAR L MIKTAR L MIiKTAR

iICERIK (100ML) ICERIK (100ML) iICERIK (100ML)

MELAS 15 MELAS 15 MELAS 15
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Tablo 4.22 Bacillus O-4-68 izolatmin ii¢ farkli azot kaynag1 icin biyokiitle {iretimi sonuglari

(devam)

CSL 1,5 SOYA UNU 1,5 KURU MAYA 1,5
MgS0.4 0,2 MgS04 0,2 MgS04 0,2
K2HPO4 0,15 KoHPO4 0,15 KoHPO4 0,15
KH2PO4 0,15 KH,PO4 0,15 KH,PO4 0,15

Biyokiitle Miktari (kob/ml)
1,1x10%0,07 kob/ml 1,2x10°+0,09 kob/ml 9,1x10%+0,13 kob/ml

Tablo 4.22°deki biyokiitle miktarlar1 (kob/ml) ve iiretim ortami igerikleri
degerlendirilerek RSM programinda Box-Behnken tasarimi ile ii¢ faktorlii
optimizasyon gerceklestirilmistir. Optimizasyon i¢in kullanilacak faktorlerin
seciminde kuru mayanin azot kaynagi olarak kullanildigi iiretim ortaminda
biyokiitle tiretimi beklenenden diisiik olmasi, misir islatma suyunun temin
edilmesinin zor olmasi ve pahali bir girdi olmas1 sebebiyle kuru maya ve misir
1slatma suyu faktor olarak se¢ilmemistir (Saberi, F., et all., 2020). En iyi
biyokiitle iiretiminin saglandigi karbon kaynagi olarak melas belirlenmistir.
Azot kaynagi olarak en iyi sonuglarin elde edildigi soya unu ve temin
edilmesini daha kolay olmasi, Bacillus iiretim optimizasyonu g¢aligmalarinda
gliclii bir azot kaynag1 olarak bilinmesi ve daha ucuz bir hammadde olmasi
sebebiyle gliserol se¢ilmistir (Cho, J., et all.,2009; Kiiciik, O., ve Korean J.
2006).

4,12.3 RSM kullamilarak optimum iuretim ortami iceriginin miktarinin

belirlenmesi

Biyokiitle iiretim ortamii optimize edebilmek amaciyla yapilan klasik
metotlar, iki ya da daha ¢ok sayidaki faktoriin etkilesimlerini tanimlayamadigi
icin istatistiksel metotlar, klasik metotlara gére daha ¢ok 6n plana ¢ikmaya
baslamistir. Istatistiksel deney modellemeleri, en az sayida deney
gerceklestirerek pek cok degiskenleri degerlendirmeye imkan saglamakla
birlikte tutarli sonuclar i¢in yeterli veri elde edilmesinde yarar saglamaktadir.

RSM, c¢ok sayida degiskene sahip denemelerin minimum sayida deney
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yapilarak istatistiksel olarak degerlendirilmesinde etkili bir yontem olarak
karsimiza ¢ikmaktadir. Bu yararlarindan dolayr RSM, daha 6nceden yapilan
caligmalarda da tutarli sonuglar gosterdiginden farkli biyolojik prosesler

acisindan 1yi sekilde kurulmus bir teknik olmaktadir (Cheng vd., 2012).

Calismamizda karbon kaynagi ve azot kaynaklarmin minimum ve
maksimum deger araliklarinin literatiire gore belirlendigi lic faktorlii Box-
Behnken tasariminin kullanilarak gergeklestirildigi RSM deneme deseni
olusturulmustur. Karbon kaynagi olarak melasin ve azot kaynagi olarak soya
ununun tasarim deseni i¢in minimum ve maksimum deger araligi 0-15 g/L
olarak, diger bir azot kaynagi olan gliseroliin minimum ve maksimum deger
araligi 1-5 g/L olarak belirlenmistir (Cho, J., et all.,2009, Saberi, F., et all.,
2020). Bu deger araliklart dogrultusunda elde edilen 17 farkli deneme deseni
sekil 4.15°te goriilmektedir.

Factor 1 Factor 2 Factor3 |Response 1
Std | Run Block A:gliserol | B:soya unu C:melas  [Toplam canlih
oL oL o/lL CFU/m

Ik 10 Block 1 0.00 1.00 750 911394
2 12 Block 1 15.00 1.00 7.50 8.65321

3 8 Block 1 0.00 5.00 7.50 9.23045

4 4 Block 1 15.00 5.00 7.50 9.64345

5 2 Block 1 0.00 3.00 0.00 8.95904

6 1 Block 1 15.00 3.00 0.00 7.49136

7 1 Block 1 0.00 3.00 15.00 9.14613

8 16 Block 1 15.00 3.00 15.00 8.75587

9 15 Block 1 7.50 1.00 0.00 832222
10 9 Block 1 7.50 5.00 0.00 9.38021
1 7 Block 1 7.50 1.00 15.00 9.53148
12 3 Block 1 7.50 5.00 15.00 9.81954
13 17 Block 1 7.50 3.00 7.50 911384
14 14 Block 1 7.50 3.00 7.50 904139
15 3 Block 1 7.50 3.00 7.50 932222
16 6 Block 1 7.50 3.00 7.50 927875
17 13 Block 1 7.50 3.00 7.50 9.11394

Sekil 4.15 Bacillus 0-4-68 ile gerceklestirilen RSM deneme desenine ait deney tasarimi

ve elde edilen yanitlar (Toplam Canli Hiicre (CFU/ml)).
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Sekil 4.16°da ise ii¢ faktor ile yapilan varyans analizi (ANOVA) sonucu
gosterilmigtir. RSM deneme deseni sonucunda elde edilen ve Yanit 1°1 ilgili
bagimsiz degiskenlerle iliskilendirilen model, istatistiksel olarak anlamli

bulunmustur (p<0,05).

Response 1 Toplam canli hucre sayisi
ANOVA for Response Surface Quadratic Model

Analysis of variance table [Partial sum of squares - Type lll]

Sum of Mean F p-value
Source Squares df Square Value Prob>F
Model 420 9 0.47 6.81 0.0096 significant
A-gliserol 0.45 1 0.45 6.63 0.0368
B-soya unu 0.75 1 0.75 10.98 0.0129
C-melas 1.20 1 1.20 17.54 0.0041
AB 0.19 1 0.19 279 0.1390
AC 0.29 1 0.29 424 0.0785
BC 0.15 1 0.15 2.16 0.1847
A 0.50 1 0.50 7.30 0.0306
B 0.46 1 0.46 6.73 0.0358
c? 0.25 1 0.25 3.58 0.1002
Residual 048 7 0.068
Lack of Fit 042 3 0.14 9.74 0.0261 significant
Pure Error 0.058 4 0.014
Cor Total 468 16

Sum of Square, kareler toplami1; DF, serbestlik derecesi; Mean Square, kareler ortalamasi.

Sekil 4.16 Bacillus O-4-68 ile gerceklestirilen yanit yiizeyi yontemi (RSM) ile yapilan
iiretim optimizasyonuna ait ANOVA degerleri.

Sekil 4.16°da goriilen modelde F degeri (6,81) denemeye ait modelin anlamli
oldugunu gostermektedir. Ayrica 9,74 olan uyum eksigi F degeri, bu
uyumsuzlugun, tekrarlanan deneylerde goriilen hata pay1 olan saf hataya gore
bliyiilk oldugunu ve bu uyumsuzlugun anlamli olmadigini gostermektedir.
Uyum eksikligi degerinin (Lack of fit) anlamli ¢ikmasi istenen bir sonug
olmamigtir. Programda transform yapmadan quadratic modelde gliserol
minimize edilip, diger faktorler maksimize edilirse hedeflenen yanitta (toplam

canli hiicre sayis1 (CFU/ml)) artis olmas1 beklenmektedir.
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4.12.4 Optimizasyon modelinin dogrulanmasi

RSM deneme deseni sonucuna gore ii¢ faktér igin minimum ve maksimum
deger araliklarinda maksimum biyokiitle liretiminin gerceklesmesi igin yapilan

{iretim sonucunda 1,28x10%£0,05 kob/ml biyokiitle iiretimi saglanmistr.
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5. SONUC ve ONERILER

Calismanin sonucunda, 154 adet Bacillus izolatindan 75 tanesinin balik
patojeni test bakterilerine kars1 antibakteriyel aktivite gosterdigi karsit ¢izgi ve
agar kuyucuk diflizyon yontemleri ile belirlenmistir. Bu 75 adet izolatin
incelenen balik probiyotigi  ozellikleri, onem sirasina gore, incelenerek, 13

adet Bacillus izolatinin balik probiyotigi olarak kullanilabilecegi saptanmustir.

Bir mikroorganizmanin balik probiyotigi olarak kullanilabilmesi i¢in bu
mikroorganizmanin  Oncelikle antibakteriyel —aktiviteye sahip olmasi
gerekmektedir. Antibakteriyel aktiviteye sahip oldugu belirlenen izolatlarin
probiyotik olarak degerlendirilebilmesi icin ise en Onemli kriterlerden biri
antibiyotik diren¢ geni tagimamasidir. Yapilan ¢alismada incelenen 75 adet
antibakteriyel aktiviteye sahip izolattan 20 tanesinin dokuz farkli antibiyotikten

en az birine kars1 direng geni tasidigl gdzlemlenmistir.

Geriye kalan 55 adet izolatin gastrointestinal kanaldan gecip bagirsaklara
ulagabilmesi i¢in dncelikle mide sivisinin asitliginden (pH 2,5) etkilenmemesi
gerekmektedir. Bunun i¢in yapilan mide s1visi tolerans1 denemesinde sadece 16
adet izolatin mide sivisinin asidinden etkilenmeden bagirsaklara ulasabilecegi

tespit edilmistir.

Calismada probiyotik aday olan ve en kritik asamalar1 basariyla
tamamlayan 16 izolatin asidik pH toleransinin belirlenmesi denemesi
gerceklestirilmistir. Bunun i¢in ii¢ farkli pH’dan (pH 1,2 ve 4) pH 1 i¢in
Bacillus izolatlarinda canlilik saptanamamistir, pH 2 igin ¢ok diisiik canlilik
degerleri elde edilmistir, pH 4’te neredeyse tiim izolatlarin canlilik degerleri

%70 ve lizerinde saptanmustir.

Bagirsaga ulasan probiyotik aday1 izolatlarin yarar saglayabilmeleri i¢in
bagirsakta kolonize olabilmeleri gerekmektedir. Bu kolonizasyon yeteneginin
belirlenebilmesi igin gergeklestirilen yiizey hidrofobikligi denemesinde
izolatlarin yarisina yakinmin %50’nin {izerinde yiiksek kolonizasyon

yetenegine sahip olduklar1 belirlenmistir.
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Izolatlarin gastrointestinal sistemden gecislerinde maruz kaldiklari bir
diger zorlayict etmen ise safradir. Gastrointestinal sistemde bir savunma
mekanizmasi olarak bilinen safra, probiyotik adayi izolatlarin etkilenmemesi
gereken bir salgidir. Bu sebeple calismada kullanilan ve en son mide sivisindan
basar1 ile gastrointestinal sisteme gecebilen 16 izolatin safra tuzlarma karsi
toleranslart belirlenmistir. Bunun i¢in dort farkli safra tuzu konsantrasyonunun
(%1, 2,5, 5 ve 7,5) etkisi incelenmis ve sadece safra tuzu konsantrasyonunun
%1 oldugu c¢alismada izolatlarin  canliliklarin1  yiiksek  oranlarda
koruyabildikleri belirlenmistir. 16 adet izolatin enzim aktiviteleri (proteaz,
amilaz, lipaz ve seliilaz) belirlenmistir. incelenen 16 adet izolatin lipaz enzimi
disinda diger li¢ enzim i¢in yliksek seviyelerde enzim aktivitesine sahip oldugu
belirlenmistir. Ithal edilen probiyotik biyopreparatlarin son yillarda 6zellikle
kalite ve icerigindeki mikroorganizma sayilarinin azligi, iirlin temininin
gecikmesi, ireticiye ulasana kadar girdi maliyetlerinin artmast gibi
dezavantajlarinin oldugu bilinmektedir. Bu sebeple calismamizda iilkemiz
topraklarindan izole edilen 6zgiin suslarin kullanimiyla elde edilen potansiyel
probiyotik izolatlarin hem iilke ekonomisi hem de yerel ¢evre kosullarina
adaptasyon yonlinden daha verimli performans gosterecekleri {imit

edilmektedir.

Calismamizda probiyotik 6zellikleri belirlenmis 16 tane Bacillus izolat1 ile
ozellikle ekonomik degeri yiiksek, ihracat potansiyeline sahip probiyotik
preparatlarin gelistirilmesi miimkiin goriinmektedir. Bu tip yerli tirlinlerin
sektorde kullanilan kimyasallara ve antibiyotiklere alternatif olarak umut verici
oldugu diisiiniilmektedir. In-vitro denemeleri gerceklestirilen 16 izolattan,
tireticilerin en onemli taleplerinden biri olan kiiltiir balik¢iliginda kalite ve
verimini arttiracak, maliyeti diisiik, yiikksek ve uzun siireli etkinlige sahip,
cevre-dostu bir iirlin elde edilmesini saglamak i¢in in-vivo ¢alismalarinin da
gerceklestirilmesi gerekmektedir. Glinlimiizde secilen bakteriyel probiyotik
suslarin ticari safhaya getirilememesinin en biiyiik sebebi ekonomik kitlesel
iretim  proseslerinin  belirlenmemesi ile dogru  formiilasyonlarinin
olusturulamamis  olmasidir.  Laboratuvar oOlgeginde  kitlesel  iiretim
optimizasyonu yapilan izolatin, ayrica formiilasyon c¢aligmasinin da

gerceklestirilmesi gerekmektedir.
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OZGECMIS

OZET BILGI

Sayin ilgili:

Egitim siirecim igerisinde biyomiihendislik temeli altindaki bir¢ok alanda teorik bilginin yan1
sira Ege Universitesi Biyomiihendislik boliimiiniin sundugu genis ve donanimli alt yaprya
sahip laboratuvarlarinda, alaninda en iyi hocalarla birlikte bagsta Tiibitak projeleri olmak iizere
cesitli projelerde ¢aligma imkéani buldum. Bu alanlardan bazilari; endiistriyel mikrobiyoloji,
bitki hiicre, doku ve organ kiiltiirii, biyoproses, biyoproses ayirma iglemleri, biyoyakit,
endiistriyel mikrobiyoloji, hayvan hiicre, doku ve organ kiiltlirii ve kromatografi alanlaridir.

Bu disiplinlerden Bitki Hiicre ve Doku Kiiltiirii laboratuvarinda goéniillii olarak bir yaz donemi
boyunca etkin bir sekilde ¢alistim. Bu laboratuvarda ¢aligmalar igin gerekli besin ortamlarinin
hazirlanmasi, alt kiiltiir islemlerinin gergeklestirilmesi, doku kiiltiirii ¢alismalariin
uygulanmasi ve sonug olarak doku kiiltiirii ile elde edilen bitkilerinin aklimatizasyonunun
saglanmasi icin ¢alismalar1 ger¢eklestirdim.

Uygulamali lisans tezimde farkli fungus tiirleri ile melasin (karbon kaynagi) ana materyal
olarak kullanildigs, s1v1 kiiltiirde bitki bitylime hormonlarindan biri olan gibberellik asit iiretimi
iizerine ¢aligtim.

Yiiksek lisans tezimde yine siirdiiriilebilirlik kapsaminda olan farkli alana yoneldim. Diinya
genelinde devletlerin artik bir politika olarak benimsedigi su iirlinleri yetistiriciliginde
probiyotik kullanilmasi ilkesi ile antibiyotik kullaniminin zararlarini azaltmak ve gelecek
kusaklara daha saglikli bir diinya birakmak amaciyla su iiriinleri yetistiriciliginde probiyotik
olarak kullanilabilecek Bacillus tiirlerinin belirlenmesi ve iiretilmesi lizerine ¢aligmalara
bagladim.

iS TECRUBESI

SUPERSOL BIYOTEKNOLOJI A.S. (Arahk 2020- Devam ediyor): Organik ve mikrobiyal
giibre liretimi yapan Supersol Biyoteknoloji sirketinde hem Ar-Ge personeli pozisyonunda hem
de ruhsatlandirma/ tescillendirme departmani ve ihracat departmaninda es zamanli olarak
calismaktayim. Ar-Ge laboratuvarimizda, iiretilen mikrobiyal {iriinlerimizin, sahadan gelecek
iiriinlerin numune kabuliiniin yapilmasi, laboratuvarda hazirliginin yapilmasi, sonuglarin
degerlendirilmesi ve raporlama siirecinin koordine edilmesi. Hazirlanan Ar-Ge raporlarmin
dosya ve sistemsel kayitlarinin tutulmasi ile izlenebilirliginin saglanmasi. Ar-Ge
laboratuvarinda, raf dmriiniin uzatilmasi ve yiiksek hiicre yogunluguna sahip yeni iiriinlerin
iiretilmesi i¢in ¢aligmalar ger¢eklestirmenin yaninda iiriinlerimizin ruhsatlandirilmasi/
tescillendirilmesi igin gerekli islemlerin Bakanlikla yiiriitiilmesini saglamaktayim. Bunun
yaninda iiriinlerimizin Ozbekistan ve Azerbaycan'a ihracatinin saglanmasi igin ihracat
departmaninda gerekli iglemlerin saglanabilmesi i¢in ¢aligmalar: yiiriitmekteyim.

STAJ

Temmuz-Agustos 2017: World Medicine ila¢ Sirketi AR-GE Laboratuvari, istanbul

Haziran-Agustos 2016: Bitki Hiicre Doku Kiiltiirii Laboratuvari, Biyomiihendislik
Béliimii, Ege Universitesi.
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Eyliil - Temmuz 2018: Biyoproses Laboratuvari — Giberellik asit iiretimi (GA3)

Lisans bitirme tezimi proses mithendisligi laboratuvarda 'Karbon kaynagi olarak melasin
kullanildig: giberellik asit liretimi' izerine gergeklestirdim.

OGRENIM DURUMU
2018- : Ege Universitesi - Fen Bilimleri Enstitiisii - Biyomiihendislik ABD (Devam
ediyor.)

Yiiksek lisans tezimi Bilimsel Arastirma Projeleri (BAP) destegi kapsaminda 'Su
tirlinleri yetistiriciliginde probiyotik olarak kullanilabilecek Bacillus tiirlerinin
belirlenmesi' iizerine gergeklestiriyorum.

Tiibitak 2210-D Yurti¢i Sanayiye Yonelik Yiiksek Lisans Burs programi
bursiyeriyim.

2013 — 2018 : Ege Universitesi - Miihendislik Fakiiltesi — Biyomiihendislik Béliimii ( Not
Ort: 3,13/4)

2009-2013 : Odemis Anadolu Lisesi ( Not Ort: 83,87/100)

YABANCI DIL VE DUZEYi

Ingilizce
e Okuma, anlama : Cok iyi
e Yazma : Cok iyi

e Konusma: Cok iyi

2014-2015 yilinda Work and Travel programina katildim.
YOKDIL Smavi : 82.5
Ales: 80,53
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Microsoft Office (Word, Excel, Powerpoint); ¢ok iyi
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Universitesi)
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