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OZET

Cyprinus carpio (Sazan balig1) biitiin diinyada yayginlik gosteren, besin degeri agisindan tercih
edilen gerek dogal gerekse kiiltiirii yapilabilen bir balik tiiriidiir. Bilinen bu 6zelliginden dolay1
biliyiime kondisyonunun artirilmasi ve immiin sistemlerinin dayanikli hale getirilmesi olduk¢a
onemlidir. Probiyotikler ise yeterli miktarda alindiklarinda canlinin sindirim ve bagisiklik
sistemini destekleyen ve boylece canlinin saglikli kalmasima olumlu katkilar saglayan canli
mikroorganizmalardir. -+Hayvanlarin sindirim sisteminde bulunan bazi bakteri tiirleri, yemden
yararlanma, balik sagligi, c¢evre Kkalitesinin iyilestirilmesi ve mikroorganizmalarin
iyilestirilmesinde 6nemli bir role sahiptir. Ayrica bazi bakteriler ise gastrointestinal kanalda
onemli rol oynar ve sindirim sisteminde birka¢ farkli enzim {ireterek konakg¢inin
metabolizmasina katkida bulunabilir. Bu ¢alismada, Sazan baligi (C. carpio)nin sindirim
sistemindeki probiyotik oOzellikli bakterilerin izolasyonu ve probiyotik 6zelliklerinin
belirlenmesi gergeklestirilmistir. C1-1, C1-4, C4-1, C4-3 ve C4-4 izolatlarinin, probiyotik

Ozelliklerinin belirlenmesi igin yapilan testlerde etkin sonuglar verdigi belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Cyprinus carpio, Bakteri, Probiyotik



The Isolation and identification of Probiotic Bacteria From the Digestive System of Cyprinus
Carpio

ABSTRACT

Cyprinus carpio (common carp) is a fish species that is widespread all over the world, preferred
in terms of nutritional value, and can be grown both naturally and cultivated. Due to this known
feature, it will be a study to isolate some bacteria in the digestive tract of this species, such as
increasing the growth condition and making the immune systems resistant. Probiotics, on the
other hand, are live microorganisms that, when taken in sufficient quantities, support the
digestive and immune system of the living thing and thus contribute positively to the health of
the organisms. Some bacterial species in the digestive system of animals have an important role
in feed efficiency, fish health, improvement of environmental quality and improvement of
microorganisms. In addition, some bacterial flora play an important role in the gastrointestinal
tract and can contribute to the host's metabolism by producing several types of enzymes in the
digestive tract. In this study, the isolation of probiotic bacteria in the digestive system of carp
(C. carpio) and the determination of their probiotic properties were carried out. It was
determined that C1-1, C1-4, C4-1, C4-3 and C4-4 isolates gave effective results in the tests
performed to determine their probiotic properties.

Keywords: Cyprinus carpio, Bacteria, Probiotic



GIRIS
Cyprinus carpio (Sazan balig1) biitiin diinyada kozmopolit olarak yayginlik gosteren ve besin

degeri acisindan tercih edilen gerek tath su kaynaklarindan dogal avlanma ile gerekse kiiltiirii

yapilabilen bir balik tiiriidiir.

Insan saglig1 i¢in en 6nemli besin kaynaklarindan olan balik ve su iiriinlerinde giiniimiiz yasam
kosullarindan etkilenen canlilardan olmustur. Balik sagligini etkileyen faktorlerin basinda
bakteriyel hastaliklar gelmektedir (Yaman,vd.,2004). Balik yetistiriciliginde bakteri kaynakli
hastalilarin sebep oldugu 6liim oranlart %50 civarindadir. Bakteriyel enfeksiyona bagli balik
hastaliklarindan toplu balik Sliimleri gerceklesmekte ve bunun 6niine gecebilmek amaciyla
antibiyotikler yaygin olarak kullanilmaktadir (Okocha vd., 2018). Buna karsin, antibiyotik
kullanimi, antimikrobiyal ilaglara kars1 gelisen direng, giiniimiizde giderek artan bir tehdit
olusturmakta ve bu direng, mikroorganizmalarda farkli sekilde olabilmektedir. Bir
mikroorganizma ayni antimikrobiyal ilaca birden fazla diren¢ mekanizmasi gelistirebilir. Bu
ylizden son zamanlarda yeni antimikrobiyal ilag¢ gelistirilmesi sinirlandirilmis ve az sayida
antimikrobiyal ilacin infeksiyon tedavisi i¢in kullanimina izin verilmistir (Kayis,2019).
Antibiyotik direncine, ¢evresel kirlilige ve bu antibiyotiklerin ¢evrede birikmesi ile ¢esitli
tehlikelerin ortaya ¢ikmasina da neden olmaktadir (Alexander vd., 2010; Harikrishnan vd.,

2011; Sants ve Ramos, 2018; Xiang vd., 2015).

Bundan dolayi, son yillarda arastirmalar sucul sistemlerde biiylimeyi tesvik eden ve
patojenlerin kontroliinii saglayan alternatif yollar {izerine yonelmistir. Son yillarda
probiyotikler insanlarda ve bir¢ok ciftlik hayvaninda bagirsak mikrobiyotas: ve immiinolojik
sistemleri diizenleme yetenekleri nedeniyle tedavi edici olarak kullanilmaktadir. Giinlimiiz
yasam kosularinda degisimler, yanlis beslenme ve bunun getirisi olarak bagirsak
mikrobiyotasinda patojen mikroorganizmalarin biiyiimesi, antibiyotik kullanimi ve patojenlerin
antibiyotiklere kars1 bagisiklik kazanmasi probiyotik kullanimini 6ne ¢ikarmistir (Borum,
2021)

Probiyotiklerin antibiyotiklere alternatif olarak kullanilmas: antibiyotik direncinin
yayllmasinin azaltilmasina yardimci olabilecegi belirtilmistir (Tilwani vd., 2022).

Probiyotikler, gereken miktarlarda kullanildigi zaman saglik i¢in olumlu etkileri bulunan canli



mikroorganizmalar olarak tanimlanmaktadir (WHO,2001). Probiyotikler ayni zamanda
mikroflora dengesinin korunmasinda da etkili olmaktadirlar. Bunun yani sira bazi hastaliklarin
sagaliminda, antibiyotiklerin etkisizlesmeye baslamasiyla patojenlerle miicadelede,
antikarsinojenik, antioksidatif, antienflamatuar, antimikrobiyal, antiobezite ve antidiyabetik
olarak kullanimda etkili olduklar1 bildirilmektedir (Kandylis vd., 2016). Probiyotiklerin ayni
zamanda metabolizma, solunum sistemi ve beyin fonksiyonlari iizerinde pozitif etkileri oldugu
da bilinmektedir (Gibson vd.,2017). Ek olarak, gii¢lii kanitlar, bazi probiyotik suslarin enterik
patojenlerle enfeksiyona karsi direng saglayabildigini gostermektedir. Bu olguyu desteklemek
icin probiyotikler tarafindan salgilanan antimikrobiyal bilesikler, rekabet¢i dislama veya
bagisiklik sisteminin uyarilmasi dahil olmak iizere cesitli mekanizmalar Onerilmistir. Son
arastirmalar, antimikrobiyal bilesiklerin bagirsak patojenlerine karsi koruyucu mekanizma
olma roliinii giderek daha fazla gostermistir (Argues vd. ,2015).

Bir mikroorganizmanin probiyotik olarak degerlendirilebilmesi igin Diinya Saghk Orgiitii
(WHO) ve Gida ve Tarmm Orgiitii (FAO) tarafindan; giivenilirlik, islevsellik, teknolojik
uyumluluk ve performans ve islevsellik basliklar1 altinda tiim 6zelliklerin belirlenmesi
gerektigini belirtmektedirler. Bu 6zelliklerden bazilart;

e Konakei i¢in zararli olmamalidir.

e Diisiik ph’a kars1 direngli olmalidir.

¢ Organizmadaki olumsuz sartlarda dengeli olmalidir.

e Bagirsakta bulunan diger mikroorganizmalar1 olumsuz etkilememelidir (Salminen, 1998;
Gismondo vd., 1999; Giilbandilar vd., 2017).

Bagirsak florasinin bozulmasindan kaynakli durumlar immiin sisteminin tam olarak
gelisememesine sebep oldugu i¢in hastaliklara daha hassas balik popiilasyonlarinin olusmasina
neden olmaktadir. Metabolik, fizyolojik ve immiinolojik siirecleri etkileyen,
mikroorganizmalar tarafindan temsil edilen bagirsak mikrobiyotasinin bilesiminde uzun vadeli
beslenme aligkanliklar1 biiylik 6nem tagimaktadir (Nakilcioglu ve Nurko , 2023). Bagirsak
florasinin diizenlenmesinde baglica kullanilan etmenler probiyotiklerdir. Probiyotikler yeterli
miktarda uygulandiklarinda konakgiya saglik yararlari saglayan canli mikroorganizmalardir
(Borum, 2021).

Besinlerle veya ayri olarak alinabilen probiyotikler, bagirsaklarda mikrobiyal dengeyi
saglamakta ve bagirsak mikroflorasini stabilize etmekte olduk¢a fayda saglamaktadirlar. Ayrica
probiyotikler organizmada kolesteroliin diisiiriilmesine, diyabetin 6nlenmesine ve immiinolojik

modiilasyona yardimei olabildigi belirtilmistir (Chugh & Kamal-Eldin 2020; Varsha vd., 2021).



Balik bagirsagi, aerobik, fakiiltatif ve zorunlu anaerobik sekilde degisik bakteri popiilasyonlari
barindiran karmasik bir ekosistemdir. Hayvanlarin sindirim sisteminde bulunan ¢esitli bakteri
tirleri, yemden yararlanma, balikk saglig, c¢evre kalitesinin iyilestirilmesi ve
mikroorganizmalarin iyilestirilmesinde 6nemli bir role sahiptir. Baliklarda da beslenme,
biiyiime ve hastaliklara kars1 dayanikliligin artmasinda sindirim sistemi bakteri florasinin etkili

oldugu anlasilmistir (Schrijver & Ollevier 2000).

2. YONTEM

2.1. Cyprinus carpio (Sazan balhig1)’nun Temini

4 adet C. carpio (Sazan balig1), proje yiriitiiciisii Prof. Dr. Mustafa Koyun tarafindan Kiitahya
Tavsanli Barajindan temin edilmistir. Laboratuvara getirilen baliklar kilolarinin 6grenilmesi
icin hassas terazi ile tartilmistir. Daha sonra diiz zemine alinarak boy (standart, catal, total)

Olgtimleri yapilmigtir.

2.2. Cyprinus carpio (Sazan bahgi)’nun Bagirsak Orneklerinin Eldesi

Taze baliklarin solungaglarindan tutularak %70’lik alkol ile yiizeyleri steril edilmistir. Prof. Dr.
Mustafa Koyun tarafindan balik anal bosluktan makas ile kesilerek bagirsaklar ¢ikarilmistir.
Cikarilan bagirsaklar, etiketlenen beherglaslara koyulmustur. Baliklarin yas tayini i¢in fazla
darbe almayan bir bdlge oldugu ic¢in baliklarin sirt bolgesinden pul 6rnegi alinarak zarfa

koyulmustur.

2.3. Cyprinus carpio (Sazan bahgi)’dan Probiyotik Bakteri Gruplarinin izolasyonu

Cikarilan bagirsaklarin  sivilarindan hassas terazi ile 0,5 gram tartilarak icerisinde
par¢alanmasina yardimci olmasi i¢in cam boncuk bulunan ringer sivisina koyularak 30 dakika
boyunca ritmik hareketlerle sallanmistir. Daha sonra 60 °C ‘e ayarlanmig su banyosunda 15
dakika bekletilmistir. Su banyosundan alinan 6rnekler 500ul’ e 1 oraninda 10% 10° ve 10%e
kadar ringer igeren tiiplerde seyreltilmistir.

Seyreltilen 6rnekler mikro pipet ile hazirlanan besiyerlere aktarildiktan sonra ekiivyon gubuk

ile yayilma islemi yapilmistir. Bu ekim igin nutrient agar (NA), de Man Rogosa Sharpe Agar



(MRS) ve Tryptone Yeast Extract Agar (TYG) besiyerleri hazirlanmistir. TYG Agar
besiyerlerine nalidixic acid ve cycloheximide antibiyotikleri eklenmistir. Ekim yapilan NA ve

TYG(C) ve TYG (N) besiyerleri 30 °C’ye MRS besiyeri ise 24 °C’ e inkiibatore kaldirilmistir.

2.4. Izole Edilen Bakterilerin Probiyotik Ozelliklerinin Belirlenmesi
2.4.1. Diisiik pH Toleransi

Diistik pH tolerans testi izolatlarin diisiitk pH’a kars1 direng 6zelligi ve mide kosullarinda hayatta
kalma potansiyellerini belirlemek icin yapilmstir. Izolatlarm aktiflesme durumlart MRS Broth
ve Nutrient Broth besiyerlerinde test edilmis ve aktiflesme i¢in Nutrient Broth besiyerinin daha
uygun oldugu gériilmiistiir. Izolatlar Nutrient Broth besiyerine aktarilarak 37 °C’ de 24 saat
aktiflesmesi igin calkalamali etiive birakilmigtir. 24 saat sonra aktiflesen izolatlarin 500 Ul 10%
CFU/mL hiicre olacak sekilde, hidroklorik asit kullanilarak pH’1 2.5 ve 6.5 ‘e ayarlanan MRS
Broth besiyerine, her izolat 10 ml MRS Broth olan ortama aktarilmistir. Inokiile edilen broth
37 °C ‘de 24 saat galkalayici etiivde inkiibasyona birakilmistir. 24 saat inkiibasyon sonrasi
numuneler 2 (26.saat), 12 (36.saat) ve 24 (48.saat) saat sonra toplanarak her numuneden
mikropipet ile 100 pL almarak uygun agar besiyerini bulmak i¢in 20 ml besiyeri igeren
petrilerdeki hem MRS Agar yiizeyine hem de Nutrient Agar yilizeyine inokiile edilerek, ekiivyon
¢ubuk ile yayma islemi yapilmustir. Inokiilasyonu yapilan petriler 37 °C’ de 24 saat inkiibasyona
birakilmigti. MRS Agar Besiyerinde lireme goriilmemistir bu yiizden besiyeri olarak Nutrient
Agar ile devam edilmistir. Inkiibasyon siiresi dolan numunelerin bakteri popiilasyon miktari,

koloni sayim yontemiyle yapilmistir. Calisma ti¢ tekrarl yapilmustir.

2.4.2. Safra Toleransi

Izolatlarin safra tuzu varliginda hayatta kalma yeteneklerinin belirlenmesi i¢in yapilmustir.
Safra tuzu olarak sodyum-taurokolot ve safra tuzu karisimi (%350 kolik asit sodyum tuzu ve
%50 deoksikolik asit sodyum tuzu bilesimi) kullanilmistir. 0, %0.1 ve %0.3 (w/v) oranlarinda
sodyum taurokolot ve safra tuzu karisimi hazirlanmistir. 37 °C’ de 24 saat ¢alkalamali etlivde
inkiibe edilerek aktiflestirilmistir. 10 ml’lik MRS broth besiyeriler erlenlere konularak
hazirlanan %0.1 ve %0.3 (w/v) oranlarindaki safra tuzu karisimlarindan 1ml alinarak
eklenmistir. Daha sonra aktiflestirilen izolatlardan 10% CFU/ mL hiicre ile inokiile edilerek 37
°C’ ye calkalamal1 etiiv cihazinda inkiibasyona birakilmistir. 6 saatlik inkiibasyon siirecinin 2.

ve 6. saatlerinde numunelerden 100 pL alinarak Nutrient Agar besiyerine aktarilmis, ekiivyon



cubuk ile yayma islemi yapilarak, gruplar seklinde 24 saatlik inkiibasyona birakilmistir. Koloni

sayim yontemi ile canli koloni sayis1 belirlenmistir. Caligsma iki tekrarli yapilmistir.

2.4.3. Lizozim Toleransi

Izolatlarin lizozim duyarliligini belirlemek icin belirli oranlarda (0, 100, 200, 300 pg/mL) ile
hazirlanmigs MRS broth besiyeri kullanilmistir. Hazirlanmis lizozim, 10 mL MRS ortamina 1
mL olacak sekilde aktarilmistir. 37 °C’ de 24 saat calkalamali etiivde inkiibe edilerek
aktiflestirilmis izolatlar ile 103 CFU/ mL hiicre seklinde inokiile edilmistir. 24 saat boyunca 37
°C’ de galkalamali etiive inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonrasinda hiicre canliligmin
hesaplanmasi i¢in numunelerden 100 pL alinarak Nutrient Agar besiyerine aktarilmis, ekiivyon
cubuk ile yayma islemi yapilmistir. 37 °C’ de 24 saat inkiibasyondan sonra koloni sayimi

yapilmistir. Calisma iki tekrarlt yapilmistir.

2.4.4. Fenol Toleransi

Fenol direncinin testi i¢in, fenol (0, %0.25 ve %0.5 w/v) iceren MRS broth besiyeri
kullanilmigtir. 10 m1’lik MRS broth besiyerlerinin igerisine hazirlanmig oranlardaki fenolden 1
ml eklenmistir. 37 °C’ de 24 saat calkalamali etiivde inkiibe edilerek aktiflestirilmis izolatlar ile
10 CFU/ mL hiicre seklinde inokiile edilerek 24 saat ¢alkalamali etiivde 37 °C inkiibasyona
birakilmigtir. 24 saatin sonunda bakteriyel hiicrelerin biiylimesi, 600 nm’de Ol¢iilmiistiir.

Caligma ti¢ tekrarl yapilmistir.

2.4.5. Oto-agresyon Testi

Izolatlar 37 °C’ de 24 saat ¢alkalamali etiivde inkiibe edilerek aktiflestirilmistir. Her bir izolatin
kiiltiirii 15 saniye vortekslenmistir. Vortekslenen izolatlarin OD’ leri fosfat tamponlu salin (PBS,
pH: 7.2) ile 0.5’e ayarlanmistir. Oda sicakliginda (25 °C) inkiibe edilmistir. 6 saat inkiibe
edildikten sonra iist katmandaki siispansiyon 1 (7.saat), 2 (8.saat), 4 (10.saat) ve 6. (12.saat)
saatlerde alinarak, 600 nm’de oOl¢iimleri yapilarak, kayit edilmistir. Calisma iki tekrarh

yapilmistir.



Oto-agresyon yiizdesi, formiil 1- (Adt/A0) x 100 kullanilarak hesaplanmistir.
Burada; Adt, tanimlanmis zaman araliklarindaki (1,2,4 ve 6 saat) absorbansi ve A0 ise 0 saat

zamanindaki okumaya karsilik gelmektedir.

2.4.6. Hiicre Yiizeyi Hidrofobikligi

Bu test ile bir izolatin hidrokarbonlara baglanma kabiliyeti Ol¢lilmiistiir. 37 °C’ de 24 saat
calkalamali etiivde inkiibe edilerek aktiflestirilen izolatlar, PBS (pH: 7.2) kullanilarak 600
nm’de OD’ si 0.5 ‘e ayarlanmistir. 1.5 ml hiicre siispansiyonuna esit miktarda toluen ve
hekzadekan ayri ayri ilave edilerek vortekslenmistir. Siispansiyon 25 °C’ de 30 dakika inkiibe
edilmistir. 30 dakika sonunda sulu faz toplanmistir ve 600 nm’de Ol¢limleri yapilmistir.

Caligsmalar ii¢ tekrarli yapilmistir.

Hidrofobiklik yiizdesi, hidrofobiklik (%) = [AO0 — A/A0] x 100 olarak hesaplanmistir.

Burada A0 ve A, sirastyla karistirmadan dnce ve sonra sulu fazin OD’ si olarak belirlenmistir.

2.4.7. Antimikrobiyal Etkinlik

Antimikrobiyal etkinlik, kuyu difiizyon deneyi kullanilarak belirlenecektir. Escherichia coli
ATCC 11229, Bacillus cereus RSKK 863, Bacillus subtilis RSKK 244, Micrococcus luteus
NRRL B-4375, Staphylococcus aureus ATCC 25923 patojen bakterileri kullanilmistir. Patojen
bakteriler, nutrient brotha aktarildi, Micrococcus luteus NRRL B-4375, patojeni 30 °C’ ye diger
patojen bakterileri ise 37 °C’ ye 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Aktiflesen patojenlerin
OD’leri 0.5 e ayarlanmistir. Ayni sekilde test izolatlar1 da brotha aktarilarak 24 saat boyunca

37 °C’ye etiiv cihazina birakilmistir. Aktiflesen izolatlarin OD’leri 0.1°e ayarlanmistir.

Patojenik test mikroorganizmalarindan 100 pL alinmistir ve Nutrient agar ortamlarina inokdile
edilerek steril ekiivyon ile yayma islemi yapilmistir. Kuyucuklar metalik silindirik bir jel delici
kullanilarak (¢ap1 5-7 mm) kat1 agar iizerinde {i¢ kopya halinde agilmistir. Izolatlarin steril hiicre
icermeyen siipernatantt 5000 rpm'de 15 dakika santrifiij edilerek, 0,2 um mikro filtrelerle
siiziilmiistiir. Izolatlar kuyucuklara yerlestirilmistir ve plakalar 24 saat inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon siiresinin sonunda, kuyucuklarin etrafindaki inhibisyon bdlgesi degerleri kumpas

ile Ol¢lilmiistiir. Caligsma ti¢ tekrarli yapilmistir.



2.4.8. Antioksidan Aktivite

10° CFU/mL hiicre igeren 0,5 mL izolatin hiicresi, PBS ( pH; 7,0) iginde siispanse edilmistir.
0,1 mM DPPH"in 2 mL taze yapilmis metanolik ¢ozeltisi ilave edilmistir ve 30 dakika karanlikta
birakilmistir. Cozelti inkiibasyondan sonra santrifiijlenmistir ve absorbans 517 nm'de 6l¢iim

yapilarak degerleri kaydedilmistir. Calisma iki tekrarl yapilmistur.

DPPH aktivitesi (%) = [(1 —AS/AC) x 100] formiilii kullanilarak hesaplanmistir. Burada AC ve
AS, sirasiyla kontrol ve numunenin absorbansidir. Deneyde kontrol olarak deiyonize su

kullanilmustir.

2.5. Giivenlik Degerlendirme Testleri (Safety Evaluation)

2.5.1. Antimikrobiyal Duyarhhk Testi

Gece boyunca inkiibe edilen bakteri soliisyonlar1 10° CFU/mL'ye seyreltilmistir ve 100 pL
alinarak Nutrient agar plakasinin yiizeyine yayilmistir. Antibiyotik diskler plak iizerine uygun
sekilde yerlestirilmistir ve 24 saat 37 °C'de inkiibe edilmistir. Plakalar inkiibasyondan sonra,
izolatlarin antibiyotige duyarliligini gésteren bir inhibisyon bdlgesinin goériiniimii agisindan

incelenmistir ve inhibisyon bodlgesinin ¢ap1 kumpas ile 6l¢tilmiistiir.
2.5.2. Hemolitik Aktivite

Izolatlar, RBC hiicreleri iizerinde hemoliz testine tabi tutulmustur. izolatlar, %5 (a/h) koyun
kani i¢eren defibrine edilmis kanli agar plakasina siirme yontemiyle ekim yapilmistir. Plakalar,
37 °C'de 72 saatlik inkiibasyonun ardindan kolonileri ¢evreleyen belirgin bir hidroliz bolgesinin
gelisimi agisindan incelenmistir. Kolonileri ¢cevreleyen net bolgeler B-hemolitik aktiviteyi, yesil
renkli bolgeler a-hemolizi ve kolonilerin ¢evresinde hi¢bir olusum yoksa y-hemoliz aktiviteyi

gosterdigi seklinde yorumlanmistir. Calisma iki tekrarlt yapilmastir.
Besiyerleri

Nutrient Agar

Nutrient Agar 23,04 gram

Distile Saf Su 1000 ml




Ortamin Hazirlamisi: 1000 ml saf su i¢ine x gram nutrient agar hassas terazide tartilarak
eklenir ve berraklasincaya kadar manyetik karistirict tizerine birakilir. Daha sonra 1 Atm 121
°C’de 15-20 dakika otoklavlanir. Otoklavdan ¢ikan besiyeri 55-60 °C’ ye kadar su banyosunda

sogutularak petrilere dokiiliir.

MRS Agar
MRS Agar 66,7 gram
Distile Saf Su 1000 ml

Ortamin Hazirlamsi: 1000 ml saf su igine X gram MRS Agar hassas terazide tartilarak eklenir
ve berraklasincaya kadar manyetik karistirici iizerine birakilir. Daha sonra 1 Atm 121 °C’de 15-
20 dakika otoklavlanir. Otoklavdan ¢ikan besiyeri 55-60 °C’ ye kadar su banyosunda

sogutularak petrilere dokiiliir.

TYG Agar
Triptone 3 gram
Glukoz 5 gram
Yeast Extract 5 gram
Agar 15 gram
Distile Saf Su 1000 ml

Ortamin Hazirlanisi: 1000 ml saf su i¢ine gerekli olan kimyasallar hassas terazide tartilarak
eklenir ve berraklagincaya kadar manyetik karigtirici tizerine birakilir. Daha sonra 1 Atm 121
°C’de 15-20 dakika otoklavlanir. Otoklavdan ¢ikan besiyeri 55-60 °C’ ye kadar su banyosunda
sogutulur, besiyerinin yarisina -20 °C’den 6nceden ¢ikarilip buz akiisiinde bekletilen nalidixic

acid, diger yarisina ise cycloheximide antibiyotikleri eklenir. Petrilere dokiiliir.

30.07.2023 tarihinde inkiibasyona birakilan Ornekler cok yogun iredigi icin 01.08.2023

tarthinde tekrar seyreltilerek ekilmis ve inkiibatore birakilmastir.



5.glin ornekler ¢ikarilarak iiremelere bakildi. Nutrient ve TYG (C/N) besiyerlerindeki
iremelerde morfolojik olarak farkli oldugu goéziiken 4 koloni segilerek, 4’e boldiglimiiz
nutrient agar besiyerine steril tahta ¢gubuklar kullanilarak ¢izgi ekim yontemi ile aktarilmis ve

30 °C de inkiibatore birakilmistir.

Tek ¢izgi ekimlerinde iireyen bakterilerin saf olup olmadigindan emin olmak i¢in nutrient agar
besiyerleri ikiye boliinerek tek diisen, morfolojik olarak farkli géziiken, segilen koloniler ile

steril tahta cubuklar kullanilarak kiilttir ekimi yapilmigtir.

Yapilan kiiltiir ekiminden tek diisen koloni steril tahta ¢ubuk ile alinarak nutrient agara biitiin

petri seklinde kiiltiir ekimi yapilmistr.

[zolasyonu yapilan bakteriler %25°lik gliserole aktarilarak -20°C” ye stoklanmak igin

kaldirilmastir.

%25°lik Gliserol
Gliserol 25 ml
Distile Saf Su 75 ml

Ortamin Hazirlamisi: 75 ml’lik saf suya meziir ile dlgiilerek 25 ml’lik gliserol koyulur.

Mikropipet ile 1 ml alinarak cryo tiiplere koyularak otoklavlanir.

Safra Tuzu Karisimi

%3’liik
Sodyum Taurokolat 2 gram
Safra Tuzu 1 gram
Distile Saf Su 100 ml
%1’lik
Sodyum Taurokolat 0.5 gram
Safra Tuzu 0.5 gram

DDH20 100 ml




Ortamin Hazirlamisi: Sodyum taurokolat ve safra tuzu gerekli dlgiilerde hassas terazi ile

tartilarak, DDH>O’ ya aktarildi. Manyetik karistirict yardimi ile karistirildu.

Lizozim (50 mg/ml)

Lizozim (Sigma) 500 mg
TE tamponu (10 mM Tris, | mM EDTA, pH 10 ml
8)

Ortamin Hazirlamisi: 500 mg lizozim 10 ml TE tampon igerisinde ¢oziilerek hazirlandi.

Fenol (%0.25)
Fenol 0.625 ml
DDH,0O 250 ml
Fenol (%0.50)
Fenol 1.250 ml
DDH,0O 250 ml

Ortamin Hazirlamisi: +4 °C ‘de kristal formda bulunan fenol oda sicakliginda (25 °C) siv1

forma getirilerek 250 ml DDH»O igerisine aktarilir.

DPPH (0.1 mM)

DPPH 1,9716 mg
Metanol 50 ml

Ortamin Hazirlamisi: Gerekli 6l¢ekteki DPPH, hassas terazi ile dlgiilerek ¢oziicii olarak
kullanilan metanole aktarildi. Coziinene kadar karistirildi.

TE Tamponu
0,5M EDTA, pH 8 (Merck) 2ml
1M Tris, pH 8 10 ml

DDH20 1000 ml




Ortamin Hazirlanmisi: Tampon 1000 ml’ye tamamlanmadan 6nce pH kontrolii yapildi. 100
ml’lik agz1 kapakli cam sigelere boliinerek 121°C’de 15 dk otoklavda steril edildi ve oda

sicakliginda saklanda.

3. BULGULAR
3.1. Cyprinus carpio (Sazan balig1)’nun Temini

4 adet Cyprinus carpio (Sazan Balig1), proje yiiriitiiclisii Prof. Dr. Mustafa Koyun tarafindan

Van Karasu deresindan temin edilmistir. Laboratuvara getirilen baliklarin kilolar1 ve boy

Ol¢timleri yapilmaistir.

Sekil 1. C. carpio 1 (C1), C. carpio 2 (C2), C. carpio 3 (C3) ve C. carpio 4 (C4) fotograflari



Tablo 1. C. carpio (Sazan Baligi) bilgileri

Boy Olciimleri (cm)
Bahik Cinsiyet Agirlik (g) | Standart Boy | Catal Boy Total Boy
C1 Erkek 528 27,0 29,0 31,1
C2 Erkek 452 25,1 27,8 30,2
C3 Erkek 440 24,1 26,7 29,0
C4 Juvenil Boy | 164 18,1 20,3 22,5

3.2. Cyprinus carpio (Sazan bahgi)’nun Bagirsak Orneklerinin Eldesi
Taze baliklarin solungaglarindan tutularak %70’lik alkol ile yiizeyleri steril edilmistir. Prof. Dr.
Mustafa Koyun tarafindan balik anal bosluktan makas ile kesilerek bagirsaklar ¢ikarilarak,

beherglaslara koyulmustur. Yas tayini i¢in sirt bolgesinden pul 6rnegi alinmustir.

Sekil 3. Anal bosluktan girilerek bagirsaklarin ¢ikarilmasi



Sekil 4. Yas tayini i¢in sirt bolgesinden pul alinmasi

3.3. Cyprinus carpio (Sazan bahgi)’dan Probiyotik Bakteri Gruplarinin izolasyonu
Cikarilan bagirsaklarin sivilarindan hassas terazi ile 0,5 gram tartilip ringer sivisina koyularak
30 dakika boyunca ritmik hareketlerle sallanmistir. Daha sonra 60 °C ‘e ayarlanmis su
banyosunda 15 dakika bekletilmistir. Su banyosundan alinan érnekler 500ul’ e 1 oraninda 10*
10° ve 10°%¢e kadar ringer iceren tiiplerde seyreltilmistir.

Seyreltilen 6rnekler mikro pipet ile hazirlanan besiyerlere aktarildiktan sonra ekiivyon ¢ubuk
ile yayilma iglemi yapilmistir. Ekim yapilan nutrient agar ve TYG(C) ve TYG (N) besiyerleri
30 °C’ye MRS besiyeri ise 24 °C’ e inkiibatore kaldirilmustir.

30.07.2023 tarihinde inkiibasyona birakilan ornekler ¢ok yogun iiredigi i¢in 01.08.2023

tarihinde tekrar seyreltilerek ekilmis ve inkiibatore birakilmistir.

Sekil 5. Oreklerin 500ul’ e 1 oraninda 10* 10° ve 10%‘e kadar ringer igeren tiiplerde

seyreltilmesi



Sekil 6. C. carpio 1. Baligin (C1) nutrient ve TYG agar (C/N) besiyerlerinde 10° diliisyon ilk
ekimi

Sekil 7. C. carpio 1. Baligin (C1) nutrient ve TYG agar (C/N) besiyerlerinde seyreltilmis 10°

dilisyon ekimi

5.giin O6rnekler ¢ikarilarak iiremelere bakildi. Morfolojik olarak farkli oldugu goziiken 4 koloni
secilerek, 4’e boldiigiimiiz nutrient agar besiyerine steril tahta gubuklar kullanilarak ¢izgi ekim

yontemi ile aktarilmis ve 30 °C de inkiibatore birakilmistir.




Sekil 8. C. carpio 1. Baligin (C1) nutrient ve TYG agar (C/N) besiyerlerinden nutrient agara

cizgi ekim ile aktarimi 10° diliisyonu

Tek ¢izgi ekimlerinde iireyen bakterilerin saf olup olmadigindan emin olmak i¢in nutrient agar
besiyerleri ikiye boliinerek tek diisen, morfolojik olarak farkli goziiken, secilen koloniler ile

steril tahta gubuklar kullanilarak tek koloni kiiltiir ekimi yapilmstur.




Sekil 9. C. carpio 1. Baligin tekrar1 (C11) nutrient ve TYG agar (C/N) besiyerlerinden nutrient
agara tek koloni kiiltiir ekimi

Yapilan kiiltiir ekiminden tek diisen koloni steril tahta ¢ubuk ile alinarak nutrient agara yogun

ekim kiiltiir ekimi yapilmustir.




Sekil 10. C. carpio 1. Baligin (C1) nutrient ve TYG agar (C/N) besiyerlerinden nutrient agara

yogun ekimi

Izolasyonu yapilan bakteriler %25°lik Gliserole aktarilarak -20°C ‘ye stoklanmak igin

kaldirilmastir.

Sekil 11. %25’lik gliserole stoklanan izolatlar



3.3. izole Edilen Bakterilerin Probiyotik Ozelliklerinin Belirlenmesi
3.3.1. Diisiik pH Toleransi

pH dereceleri 2.5 ve 6.5’a ayarlanan brothlara aktiflestirilen izolatlar aktarilmistir ve 24 saatlik
inkiibasyon sonunda nutrient agar besiyerine inokiile edilerek 24 saat tekrar inkiibasyona
birakilmistir. 24 saatlik inkiibasyon sonrasi 2, 12 ve 24.saatlerde koloni sayimlar1 yapilmistir.

Koloni sayim sonuglar1 Tablo 2’ de verilmistir.

Tabloe 2: Diisiik pH toleransinda canli koloni sayimlar1

Diisiik pH Toleransi
pH: 2.5 pH:6.5
2 Saat 12 Saat 24 Saat 2 Saat 12 Saat 24 Saat
C1-1 |83 54 22 - - -
C1-2 |- - - - - -
C1-3 |- - - - - -
C1-4 | Yogun U. Yogun U. Yogun U. Yogun U. Yogun U. Yogun U.
C2-1 | - - - - - -
C2-2 |- - - - - -
C2-3 |17 - - 789 482 38
C24 |- - - - - -
C3-1 |- - - - - -
C3-2 |- - - - - -
C33 |- - - Yogun U. Yogun U. Yogun U.
C34 |- - - 668 11 -
C4-1 | - - - - - -
C4-2 | - - - 140 57 -
C4-3 | - - - 23 11 -
C44 |- 31 40 71 108 345

Tablo 2°de de goriildiigii iizere pH 2.5 da iireme genellikle goriilmezken, C1-4’te sayilamayacak
yogunlukta iireme goriilmiistiir. C1-1° de 1sinin ve zamanin da etkisiyle koloni sayilari
azalirken, C4-4’te ise 1s1 ve zaman olumlu yonde etkileyerek gittikce koloni sayilarinda artis
gozlemlenmistir. pH 6.5’te koloni yogunlugu daha fazladir, fakat C1-12 de daha diisiik
toleransta iireme gosterirken 6.5’te lireme gostermemistir. C3-3 izolatinin pH 2.5’in de lireme
goriilmemisken 6.5’te yogun iireme goriilmiistiir. Hem pH 2.5’te hem de pH 6.5’te en yogun

iireme C4-4 izolatinda goriilmiistiir.



Sekil 12. Ph:2.5 ve pH:6.5’ de lireme gosteren ve gostermeyen izolat 6rnekleri

a.
b.

o

C3-1 izolat 6rnegi pH:2.5 ‘lik ortamda tireme gostermemistir
C3-1 izolat 6rnegi pH:6.5’lik ortamda iireme gdstermistir
C1-4 izolat 6rnegi pH:2.5’ da lireme gostermistir

C1-4 izolat 6rnegi pH:6.5’ da yogun iireme gostermistir



3.3.2. Safra Toleransi

Aktiflestirilen izolatlar, kontrol i¢in stres ortami olusturulmayan mrs brotha ve 0.1 ve 0.3

oraninda safra tuzu karisimina aktarilmistir. 2. Ve 6. Saatin sonunda petriler toplanarak koloni

sayimlar1 yapilmistir ( Tablo 3; Sekil 13).

Tablo 3. Safra toleransi koloni sayimlari

Safra Toleransi

2.SAAT 6.SAAT
0 0.1 0.3 0 0.1 0.3
C1-1 Yogun iireme | Yogun iireme | Yogun iireme | Yogun iireme | Yogun iireme | Yogun iireme
C1-2 Yogun iireme | Yogun iireme | Yogun iireme | Yogun iireme | Yogun lireme | Yogun lireme
C1-3 Yogun tireme | Yogun lireme | Yogun lireme | Yogun lireme | Yogun iireme | Yogun lireme
Cl1-4 Yogun iireme | Yogun iireme | Yogun iireme | Yogun iireme | Yogun lireme | Yogun lireme
C2-1 Yogun iireme | Yogun iireme | Yogun iireme | Yogun iireme | Yogun iireme | Yogun iireme
C2-2 Yogun - - Yogun iireme | Yogun iireme | Yogun iireme
Ureme

C2-3 295 185 180 127 105 103

C2-4 354 296 Yogun iireme | Yogun iireme | Yogun iireme | 441

C3-1 Yogun iireme | Yogun iireme | Yogun iireme | Yogun iireme | Yogun lireme | Yogun lireme
C3-2 Yogun iireme | Yogun iireme | Yogun iireme | Yogun iireme | Yogun iireme | Yogun iireme
C3-3 Yogun iireme | Yogun iireme | Yogun iireme | Yogun iireme | Yogun lireme | Yogun lireme
C34 1234 1200 854 514 480 347

C4-1 Yogun - - Yogun - -

Ureme Ureme

C4-2 Yogun iireme | Yogun iireme | Yogun iireme | Yogun iireme | Yogun lireme | Yogun lireme
C4-3 Yogun iireme | Yogun iireme | Yogun iireme | Yogun iireme | Yogun iireme | Yogun iireme
C4-4 Yogun tireme | Yogun lireme | Yogun iireme | Yogun lireme | Yogun iireme | Yogun lreme




Yogun lireme gosteren izolatlar, safra tuzlarina karsi oldukga direngli oldugunu ve bu kosullar
altinda etkili bir sekilde ¢ogalabildiklerini gostermektedir. C1 ve C3 izolatlarinin biitiin serileri
tim kosullarda ve saatlerde yogun lireme gostererek safra tuzuna karsi oldukca direncli
oldugunu ve biiyiimelerinin bu kosullardan etkilenmedigini gosterir. C2-3"lin 2. saat 0 safra tuzu
konsantrasyonundaki biiyiime oran1 295, ancak 6. saat 0.3 safra tuzu konsantrasyonunda bu

oran 103'e diismistir. Bu, C2-3'in safra tuzuna karsit direncinin sinirli oldugunu

gostermektedir.




Sekil 13. Yogun iireme ve sinirli direng gosteren izolatlarin koloni tireme 6rnekleri

a. Cl-4 izolat 6rneginin, safra tuzu sirasi ile 0, 0.1 ve 0.3 oranindaki ortamlarda inokiile
edildikten 2 saat sonraki lireme goriintiileri, yogun lireme goriilmiistiir

b. C1-4 izolat 6rneginin, safra tuzu sirasi ile 0, 0.1 ve 0.3 oranindaki ortamlarda inokiile
edildikten 6 saat sonra ki tireme goriintiileri, yogun iireme gorilmiistiir

c. (C2-3 izolat 6rneginin, safra tuzu sirasi ile 0, 0.1 ve 0.3 oranindaki ortamlarda inokiile
edildikten 2 saat sonraki iireme goriintiileri, safra tuzu orani arttik¢a canli koloni sayisi
azalmistir

d. C2-3 izolat 6rneginin, safra tuzu sirasi ile 0, 0.1 ve 0.3 oranindaki ortamlarda inokiile
edildikten 6 saat sonraki iireme goriintiileri, inkiibasyon siiresi arttikga canli koloni

sayist azalmistir



3.3.3. Lizozim Toleransi

Aktiflestirilen izolatlar, kontrol i¢in stres ortami olusturulmayan MRS brotha ve 100, 200, 300
ug/mL konsantrasyonunda hazirlanan lizozim ortamina aktarilarak 24 saat inkiibasyon sonrasi
nutrient agara inokiile edilmis ve 24 saatlik inkiibasyon sonrasi koloni sayimlart yapilmistir
(Tablo 4). Lizozim, bakteri hiicre duvarlarini pargalayarak antibakteriyel etki gdsteren bir

enzimdir.

Tablo 4. Lizozim toleransi koloni sayimi1

Lizozim Toleransi
0 100 200 300
Cl1-1 276 - - -
C1-2 - - - -
C1-3 - - - -
Cl1-4 - - - -
C2-1 - -
C2-2 - - - -
C2-3 - - - -
C2-4 108 19 12 3
C3-1 - - - -
C3-2

C3-3

312

Yogun Ureme

Yogun Ureme

Yogun Ureme

C34

Yogun Ureme

Yogun Ureme

Yogun Ureme

Yogun Ureme

C4-1

533

Yogun Ureme

Yogun Ureme

Yogun Ureme

C4-2

C4-3

Yogun Ureme

Yogun Ureme

Yogun Ureme

Yogun Ureme

C4-4

CI-1, 0 lizozim konsantrasyonunda biiylime oram1 276 olarak belirlenmis, ancak lizozim
konsantrasyonu arttiginda biiyiime gozlemlenmemistir. Bu, C1-1 susunun lizozime kars1
duyarli oldugunu gostermistir. C1-1 disindaki C1 serileri higbir konsantrasyonda iireme
gostermemistir.  C2-4, 0 lizozim konsantrasyonunda biiylime orami 108 iken, lizozim
konsantrasyonu arttikca biliylime oran1 azalmis ve 300 konsantrasyonunda 3 olarak
belirlenmistir. Bu sonug, C2-4 susunun lizozime kars1 orta diizeyde direngli oldugunu
gostermektedir. C2 serisinin diger 6rnekleri tireme gostermemistir. C3-3 ve C3-4 izolatlarinda
lizozim konsantrasyonu arttiginda iireme yogunlugunun arttigi gorilmiistiir, bu izolatlar

lizozime kars1 tolerans gosterdigi belirlenmistir (Sekil 14).



Sekil 14. Lizozim toleransi drnek gorseller

a. C2-1 izolat, sirastyla 0, 100, 200, 300 pg/mL konsantrasyonundaki lizozim
orneklerinde ireme goriilmemistir
b. C3-3 izolat, sirastyla 0, 100, 200, 300 pg/mL konsantrasyonundaki lizozim

orneklerinde yogun iireme goriilmiistiir



3.3.4. Fenol Toleransi

Aktiflestirilen izolatlar, kontrol i¢in MRS brotha ve konsantrasyon orani %0.25 ve %0.50
ayarlanmis fenol karistirilmis MRS brotha aktarilarak 24 saat inkiibasyona birakilmistir. 24 saat
sonunda bakteriyel hiicrelerin biiyiimesi, 600 nm’de dl¢iilmiistiir. Ol¢iim sonuglar1 Tablo 5° de

verilmistir.

Tablo 5. Fenol toleransi spektrofotometre sonuglari

FENOL TOLERANSI

0 %0.25 %0.50
C1-1 0.265 0,294 0,342
C1-2 0,156 0,146 0,155
C1-3 0,054 0,044 0,041
C14 0,366 0,375 0,387
C21 0.103 0,107 0,129
C2-2 0,267 0,287 0,320
C23 0,303 0,335 0,370
C2+4 0,058 0,052 0,048
C3-1 0,313 0,320 0,326
C3-2 0,112 0,120 0,132
C3-3 0,328 0,314 0,310
C34 0,135 0,103 0,140
C41 0,248 0,224 0,221
C4-2 0,107 0,114 0,133
C4-3 0,205 0,212 0,216
C4-4 0,313 0,285 0,274

Baz1 izolatlarin fenol oranlari arttik¢a biiyiime oranlari artmistir. Bu 6rnekler fenole direnclidir.
C1-1 ve Cl1-4 izolatlar1 fenol konsantrasyonu arttik¢a artmistir, fenole karst direngli 6rnekler
oldugu belirlenmistir. C1-2 fenol konsantrasyonuna karsi nispeten sabit kalarak kararlilik
gosterirken, C1-3 izolat1 ise fenole karsi konsantrasyon artisi ile iiremesi azalarak duyarl
oldugu tespit edilmistir. C2-2 ve C2-3, drnekleri fenol konsantrasyonu arttik¢a spektro degerleri
artmig ve, bu durum suslarin fenole karsi direngli oldugunu géstermistir. C2-4, izolat1 ise fenol
konsantrasyonu arttikga spektro degeri azalmistir ve bu da fenole karsi duyarli oldugunu
gostermistir. C3-4, izolati kararsiz bir lireme gostermistir. Bu, C3-4 Orneginin fenol
konsantrasyonlarina kars1 diizensiz bir tepki verdigini ifade etmektedir. C4-1 ve C4-4
izolatlarinda konsantrasyon arttik¢a lireme azalmistir, bu izolatlar fenole kars1 duyarhidir. C4-3

izolatinin degerleri hafif artarak orta diizeyde direng gosterdigi gozlemlenmistir.

3.7. Oto-agresyon Testi

Aktiflestirilen izolatlarin OD’ leri fosfat tamponlu salin (PBS, pH: 7.2) ile 0.5’e ayarlanmustur.
Oda sicakliginda (25 °C) inkiibe edilmistir. 6 saat inkiibe edildikten sonra list katmandaki



stispansiyon 1 (7.saat), 2 (8.saat), 4 (10.saat) ve 6. (12.saat) saatlerde alinarak, 600 nm’de
Olciimleri yapilmistir. Oto-agresyon yiizdesi, formiil 1- (Adt/A0) x 100 kullanilarak
hesaplanmistir. Burada; Adt, tanimlanmis zaman araliklarindaki (1,2,4 ve 6 saat) absorbansi ve
A0 ise 0 saat zamanindaki okumaya karsilik gelmektedir. Olciim sonuglarma gore yapilan

hesaplamalar Tablo 6’da verilmistir.

Tablo 6. Oto-agresyon testi formiil sonuglari

OTO-AGRESYON TESTI

A0 (Kontrol) 1.Saat 2.Saat 4.Saat 6.Saat
ClL1 0.048 50.00 50.00 40.62 39.58
C12 0.328 115.85 104.88 102.44 105.79
C13 0.158 13.92 -0.63 -5.70 -1.27
C1-4 0.135 100.74 101.48 98.52 108.89
Cat 0.423 -80.09 105.92 105.67 105.43
2.2 0.626 -4.1 -19.1 -28.3 -41.7
2.3 0.064 107.81 161.25 167.19 159.38
C24 0.141 133.69 -70.92 -22.70 -22.70
Cat 0.243 -11.93 -46.91 -76.13 -78.40
C32 -0.008 -61.5 18.5 -49 -149
C3-3 0.223 137.67 -62.78 -55.15 -45.74
C34 0.133 -68.03 -57.80 -56.60 -42.06
Ca-t -0.153 158.17 155.88 159.48 162.75
Ca-2 0.100 106.0 67.00 15.00 65.00
Cao3 0.425 -71.76 -70.59 -70.59 -71.76
Cad 0.152 7.24 0.00 4.61 5.92

Tablo 6’ da oto-agresyon test sonuglari, izolatlarin kendi kendine yapisma sonuglarini belirli
saatlere gore verilmistir. Pozitif yiizdelik degerler, probiyotik suslarinin belirli bir zaman
diliminde oto-agresyon yeteneginin yiliksek oldugunu gostermektedir. Negatif yiizdelik

degerler, 6rneklerin oto-agresyon yeteneginin diisiik oldugunu veya olumsuz etkiledigini ifade



etmektedir. Zamanla degisen degerler ise izolatlarin oto-agresyon yeteneklerinin zamanla

degistigini gostermektedir.

C1-1 izolat1 zamanla baglanma yeteneginde azalma gdstermistir. C1-2 izolati, giiclii ve kararl
bir oto-agresyon yetenegine sahiptir. C1-3 izolat1 basta da zayif bir yapisma yetenegine sahiptir
ve zamanla bu yetenegin daha da azalmalar goriilmiistiir. C1-4 izolati siirekli yiiksek oto-
agresyon degerleri gostermistir. C2-1, negatiften pozitife giden degerler ile oto-agresyon
yeteneginde zamanla artis oldugu belirlenmistir. C2-2, siirekli negatif degerler gostermistir, bu
durum C2-2 izolatinin zayif oto-agresyon yetenegine sahip oldugunu goéstermektedir.C2-3,
siirekli yliksek degerler gostererek giiclii ve artan bir oto-agresyon yetenegine sahip oldugu
belirlenmistir. C2-4, baslangigta yiiksek degerler verse de sonra negatif degerlere diismiistiir.
Bu, C2-4 susunun baslangigta iyi bir yapisma yetenegi oldugunu ancak zamanla bu yetenegin
kayboldugunu gostermektedir. C3-1 izolatinin zayif oto-agresyon yetenegine sahip oldugu
tespit edilmistir. C3-2 genellikle negatif degerler gostermistir. C3-3, baslangigta yiiksek, ancak
sonra negatif degerler gostermistir. Bu, C3-3 susunun baslangicta giiglii bir yapisma yetenegi
oldugunu ancak zamanla bu yetenegin kayboldugunu ifade etmektedir. C3-4, siirekli negatif
degerler vermistir ve bu durum, C3-4 susunun zayif oto-agresyon yetenegine sahip oldugunu
gosterir. C4-1, zamansal artisin her basamaginda yiiksek ve artan oto-agresyon degerleri
gostermis ve bu oOzelligi ile giicli ve artan bir oto-agresyon yetenegine sahip oldugu
belirlenmistir. C4-2 baslangigta yiiksek, ancak sonra dalgalanan degerler gostermistir. C4-3,
negatif degerler vererek zayif oto-agresyon yetenegine sahip oldugunu tespit edilmistir. C4-4
degeri genellikle pozitiftir. Bu orta diizeyde bir oto-agresyon yetenegine sahip oldugunu

gostermektedir.

Sonug olarak, C1-2, C1-4, C2-3, C4-1. izolatlar1 yiiksek oto-agresyon yetenekleri nedeniyle
bagirsak yiizeyine daha iyi yapisabilme yetenegine sahip olduklart belirlenmistir. C1-3, C2-2,
C3-1, C3-2, C3-4, C4-3 izolatlart ise diisiik oto-agresyon yetenekleri nedeniyle bagirsak
yiizeyine daha az yapisabilme yetenegine sahip olduklar tespit edilmistir.C2-1, C2-4, C3-3,
C4-2 suslan ise, oto-agresyon yeteneklerinde biiyiikk dalgalanmalar yasadigr i¢in daha az

ongoriilebilir bir yapisma yetenegine sahip olabilecekleri ongoriilmektedirler.
3.8. Hiicre Yiizeyi Hidrofobiklik Testi

Bu test ile mikroorganizmalarin hidrokarbonlara baglanma kabiliyeti dl¢iilmiistiir. 37 °C’ de 24
saat calkalamali etiivde inkiibe edilerek aktiflestirilen izolatlar, PBS (pH: 7.2) kullanilarak 600

nm’de OD’ si 0.5° e ayarlanmistir. 1.5 mL hiicre siispansiyonuna esit miktarda toluen ve



hekzadekan ayr1 ayr1 ilave edilerek vortekslenmistir. Siispansiyon 25 °C’ de 30 dakika inkiibe
edilmistir. 30 dakika sonunda sulu faz toplanmistir ve 600 nm’de Ol¢iimleri yapilmistir.

Calismalar iki tekrarli yapilmistir.

Hidrofobiklik yiizdesi, hidrofobiklik (%) = [AO0 — A/A0] x 100 olarak hesaplanmistir.
Burada AQ ve A, sirasiyla karistirmadan 6nce ve sonra sulu fazin OD’ si olarak belirlenmistir.

Elde edilen sonuglar Tablo 7°de verilmistir.

Hiicre hidrofobikligi, hiicrelerin su itici ozelliklerini ve ylizeylere yapigsma kabiliyetlerini
degerlendirmek i¢in kullanilir. Hiicrelerin hidrofobiklik oraninin pozitif olmasi, hiicrelerin su
itici (hidrofobik) 6zelliklerinin yiiksek oldugunu, negatif degerler ise hiicrelerin suyu cekici

(hidrofilik) 6zelliklerinin yiiksek oldugunu gostermektedir.

Tablo 7. Hiicre ylizeyi hidrofobiklik ytlizdeleri

Hiicre Hidrofobiklik Testi (%)
(%) A0 A

C1-1 %10 1,181 1,267
C1-2 %83 1,365 0,730
C1-3 %175 0.948 -0.769
Cl1-4 %88 1,060 -0,924
C2-1 %90 1,144 -1,289
C2-2 %44 1.388 1.310
C2-3 %94 0,800 -0,746
C2-4 %91 1,363 -1.228
C3-1 %53 1,677 -0,870
C3-2 %-124 0.690 1.33
C3-3 %-255 1.554 -1.566
C3-4 %100 1.377 0.514
C4-1 %56 1,576 -0,864
C4-2 %212 0.806 1.806
C4-3 %36 1.514 1.739
C4-4 %213 1.147 -1.315

C1-3, Cl1-4, C2-1, C2-3, C2-4, C3-4, C4-2, C4-4, izolatlan yiiksek hidrofobiklik 6zelligi
gostermektedirler. Bu izolatlarin ylizeylere yapisma 6zellikleri yiiksektir. Diisiik hidrofobiklik
ozelligi gosteren izolatlar ise C1-1, C2-2, C3-1, C4-1 izolatlaridir. Bu izolatlarin yiizeylere
yapigma kabiliyeti diger izolatlara gore daha diisiiktiir. C3-2, C3-3, C4-3 izolatlar1 hidrofilik
ozellik gosterirler, bu yiizden su ¢ekici 6zellikleri yiiksek, ylizeylere yapisma kabiliyetleri ise

diisiik olabilecegini ifade etmektedir (Sekil 15).



Sekil 15. C2-2 ve C4-2 izolatlarinin vortekslendikten ve yarim saatlik inkiibasyonundan sonraki

goriintiileri

3.9. Antimikrobiyal Etkinlik

Izolatlarin antimikrobiyal etkinlikleri, kuyu difiizyon deneyi ile belirlenmistir. Escherichia coli
ATCC 11229, Bacillus cereus RSKK 863, Bacillus subtilis RSKK 244, Micrococcus luteus
NRRL B-4375, Staphylococcus aureus ATCC 25923 patojen bakterileri kullanilmistir. OD’leri

0.5 e ayarlanmistir. Patojenik test mikroorganizmalarindan nutrient agar ortamlarina inokiile



edilmis ve kat1 agar lizerinde acilan kuyucuklara izolatlarin steril hiicre icermeyen siipernatanti
eklenmistir. 24 saat inkiibasyon siiresinin sonunda, kuyucuklarin etrafindaki agikliklarin

degerleri kumpas ile dl¢tilmiistiir.

Tablo 8. Antimikrobiyal etki zon agikliklar1

ANTIMIKROBIYAL ETKINLIK (mm)

Escherichia Bacillus Bacillus subtilis | Micrococcus Staphylococcus

coli ATCC cereus RSKK | RSKK 244 luteus NRRL aureus ATCC

11229 863 B-4375 25923
Cl-1 i i i 1033 i
C1-2 - - - 13,3 -
C1-3 - - - 16,6 -
Cl-4 - - - 14 -
C2-1 - - - 7 11
C2-2 - - 11 6,3 -
C2-3 - - - 10 -
C2-4 - - - 6 -
C3-1 - - - 8 -
C3-2 - - - 9 -
C3-3 - - - 8,7 -
C3-4 - - - 10,7 -
C4-1 - - - 7 -
C4-2 - - - 8,3 -
C4-3 - - - 10,7 -
C4-4 - - 19 11 -

Test izolatlarmin higbiri, Escherichia coli ATCC 11229, patojenine karsi antimikrobiyal
etkinlik gostermemistir. C2-2 ve C4-4 suslar1 Bacillus cereus RSKK 863 patojenine karsi
etkinlik gostermistir. C4-4 susu, Bacillus subtilis RSKK 244 patojenine; C2-1 susu,
Staphylococcus aureus ATCC 25923 patojenine karst antimikrobiyal etkinlik gostermistir.
Birgok sus Micrococcus luteus NRRL B-4375 patojenine karsi antimikrobiyal etkinlik

gostermistir. C4-4 izolati, genis spektrumlu bir antimikrobiyal aktivite sergilemistir.



Sekil 17. C1 serisinin gorsel 6rnekleri

3.10. Antioksidan Aktivite

10° CFU/mL hiicre igeren 0,5 mL izolatin hiicresi, PBS ( pH; 7,0) iginde siispanse edilmistir.
0,1 mM DPPH'm 2 mL taze yapilmis metanolik ¢ozeltisi ilave edilmistir ve 30 dakika karanlikta
birakildiktan sonra santrifiijlenmistir ve absorbans 517 nm'de Ol¢lim yapilarak degerleri
kaydedilmistir. DPPH aktivitesi (%) = [1-(Asmek - Aksrve) / Ak ] x 100 formiilii kullanilarak
hesaplanmistir. Burada Aksve: PBS ve Ai: PBS + DPPH’ dir. Elde edilen degerler Tablo 9’da

verilmistir.



Antioksidan etkinlik, serbest radikalleri nétralize etme kapasitesini ifade eder ve daha yiiksek

yiizdeler, daha yiiksek antioksidan kapasiteyi gosterir.

Tablo 9. Antioksidan % sonuglari

Antioksidan Spektro Sonuclari (%)
C1-1 0.134 70,33
C1-2 0.107 76,79
C1-3 0.088 81,33
Cl14 0.147 67,22
C2-1 0.127 72,00
C2-2 0.134 70,33
C2-3 0.107 76,79
C24 0.018 98,08
C3-1 0.111 75,83
C3-2 0.070 85,64
C3-3 0.064 87,08
C34 0.090 80,08
C4-1 0.047 91,14
C4-2 0.067 86,36
C4-3 0.041 92,58
C4-4 0,140 68,89

C1 serisi izolatlarin genel olarak iyi bir antioksidan etkinlik gosterdigi belirlenmistir. C1-3
1zolat1 %81.33 ile en yiiksek antioksidan etkinlige sahiptir. C2 serisinde, C2-4 izolat1 %98.08
ile en yiiksek antioksidan etkinlige sahiptir, bu da diger izolatlar arasinda da belirgin derecede
yiiksek bir kapasiteyi gostermektedir. C3 serisi de iyi bir antioksidan etkinlik gostermektedir.
C3-3 izolat1 %87.08 ile en yiiksek antioksidan etkinlige sahiptir. C4 serisinde C4-3 izolati
%92.58 ile en yiiksek antioksidan etkinlige sahip oldugu belirlenmistir. Her seride genel olarak

1yi bir antioksidan etkinlik gdsteren izolatlarin oldugu tespit edilmistir.



Sekil 18. izolatlarm antioksidan deneyinde spektrofotometre dlgiimii dncesi goriintiileri

3.11.Giivenlik Degerlendirme Testleri

3.11.1. Antimikrobiyal Duyarhlik Testi

Gece boyunca inkiibe edilen bakteri soliisyonlar1 10 CFU/mL'ye seyreltilmistir ve 100 pL almarak
Nutrient agar plakasinin yilizeyine yayilmistir. Antibiyotik diskler plak iizerine uygun sekilde
yerlestirilmistir ve 24 saat 37 °C'de inkiibe edilmistir. Plakalar inkiibasyondan sonra, izolatlarin
antibiyotige duyarliligini gosteren bir inhibisyon boélgesinin goriinlimii agisindan incelenmistir ve
inhibisyon bolgesinin ¢ap1 kumpas ile Ol¢iilmiistiir. Antibiyotik olarak, Ampicillin (AM2), Bacitracin
(B94), Carbenicillin (CAR100), Chloramphenicol (C30), Erytramycin (E15), Neomycin (N30),
Streptomycin (S10), Ofloxaci (OFX5) ve Ofloxaci (OFX10) kullanilmistir. Diskler {izerine konulan

antibiyotiklerin etrafinda olusan bolge, mikroorganizmanin o antibiyotige karsi duyarliligini gosterir.



Tablo 10. Antimikrobiyal duyarlilik testi zon ag¢ikliklar

ANTIMIKROBIYAL DUYARLILIK TESTI (mm)

Ampicillin | Bacitracin] Carbenicillin| Chloramphenicq Erytramyci] Neomycin | Streptomycin | Ofloxaci | Ofloxaci

(AM2) (B%4) (CARI100) | (C30) (E15) (N30) (S10) (OFX5) | (OFX10
C1-1 - - - - - 8 10 26 23
C1-2 - - - - 6 14 10 22 26
C1-3 , - - 13 - 12 12 21 21
Cl-4 ; - - - 17 11 9 25 27
C2-1 - - - - - 5 12 25 23
C2-2 - - - - - 5 13 23 28
C2-3 - - - - - 12 14 22 23
C24 - - - - 11 12 10 23 26
C3-1 - - - - - 11 15 27 26
C3-2 - - - 8 - 16 16 23 26
C3-3 . - - - - 12 17 27 26
C3-4 - - - 26 - 13 14 20 27
C4-1 ; ; - - - 11 16 25 30
C4-2 - - - - - 6 16 26 30
C4-3 - - - - - 10 13 25 30
C4-4 - - - - 18 8 15 26 28

Ampisilin (AM2), Bacitracin (B94) ve Carbenicillin (CAR100), antibiyotikleri hi¢bir izolata karsi
aktivite gostermemistir. Bu, test edilen bakteriyel suslarin hepsinin bu antibiyotiklere kars: direncli
oldugu anlamina gelir. Chloramphenicol (C30), C1-3, C3-2 ve C3-4 izolatlarinda inhibisyon zonlar1
olusturmustur (sirasiyla 13 mm, 8 mm ve 26 mm). Bu durum, bazi izolatlarin bu antibiyotige kars1
hassas oldugunu gdstermektedir. Erytramycin (E15), C1-2, C1-4, C2-4 ve C4-4 izolatlarinda (6 mm,
17 mm, 11lmm ve 18 mm) etkinlik gostermis ve diger izolatlara karsi aktivite gdstermedigi
belirlenmistir. Bu, ¢cogu izolatin bu antibiyotige direncli oldugunu, ancak bazi izolatlarin hassas
olabilecegini gostermektedir. Neomycin (N30) antibiyotigi, izolatlar ilizerinde deg§isen inhibisyon
zonlar1 olusturdugu tespit edilmistir (5 mm ile 16 mm arasinda). Streptomycin (S10) antibiyotigi ise,
cogu izolat {izerinde etkinlik gostermis ve 9 mm ile 17 mm arasinda inhibisyon zonlar1 6l¢tilmiistiir.
Ofloxacin (OFXS5 ve OFX10), icin iki farkli konsantrasyon kullanilmistir ve ¢ogu izolat her iki

konsantrasyonda da inhibe olarak genis inhibisyon zonlar1 elde edilmistir (20 mm ile 30 mm



arasinda). Bu, test edilen bakteriyel suslarin bu antibiyotige karsi genel olarak hassas oldugunu

gostermektedir.

Sekil 19. C3-1 ve C4-4 izolatlarinin disk diflizyon yontemi ile antimikrobiyal duyarlilik testi

sonugclari

3.11.2.Hemolitik Aktivite

Izolatlar, RBC hiicreleri iizerinde hemoliz testine tabi tutulmustur. izolatlar, %5 (a/h) koyun
kani iceren defibrine edilmis kanli agar plakasina siirme yontemiyle ekim yapilmistir. Plakalar,

37 °C'de 48 saatlik inkiibasyonun ardindan kolonileri ¢evreleyen belirgin bir hidroliz bolgesinin



gelisimi acisindan incelenmistir. Kolonileri ¢evreleyen net bolgeler -hemolitik aktiviteyi, yesil
renkli bolgeler a-hemolizi ve kolonilerin ¢evresinde hi¢bir olusum yoksa y-hemoliz aktiviteyi
gosterdigi seklinde yorumlanmistir. Hemolitik aktivite, bir organizmanin, kirmizi kan
hiicrelerini yikma yetenegini ifade eder. f-hemoliz, kirmizi kan hiicrelerinin tamamen yikilmasi

anlamina gelirken, a-hemolizde kismi yikimi ifade eder.

Tablo 11. Hemolitik aktivite sonuglari

HEMOLITIK AKTIVITE

C1-1 | B-hemolitik
C1-2 | B-hemolitik
C1-3 | B-hemolitik
C1-4 | B-hemolitik
C2-1 | B-hemolitik
C2-2 | B-hemolitik
C2-3 | B-hemolitik
C2-4 | B-hemolitik
C3-1 | B-hemolitik
C3-2 | B-hemolitik
C3-3 | B-hemolitik
C3-4 | B-hemolitik
C4-1 | a-hemolizi

C4-2 | B-hemolitik
C4-3 | B-hemolitik
C4-4 | B-hemolitik

C4-1 izolati disindaki tiim izolatlarin B-hemolitik aktivite gosterirken, C4-1 izolatinin, a-
hemolitik aktiviteye sahip oldugu belirlenmistir. Bu, C4-1 izolatinin digerlerinden farkli bir
ozellik gosterdigini ve kirmizi kan hiicrelerini kismen yikma yetenegine sahip oldugunu ifade

etmektedirler.



Sekil 20. Hemolitik aktivite gorselleri



4. TARTISMA ve SONUC

Giiniimiizde, diinyadaki hizli niifus artisina paralel olarak artan besin ihtiyacina en énemli
alternatiflerden biri su iirtinleridir. Dogal balik stoklar1 tizerindeki baskinin azaltilmasi, ucuz ve
bol protein ihtiyacinin karsilanmasinda su tiirlinleri yetistiriciligi 6nemini arttirmaktadir. Son
yillarda balik yetistiriciligi sayesinde su iiriinleri iiretiminde 6nemli alanda artig goriilmiistiir.
Bu alanda yetistiriciligi yapilacak tiirlerin gelisimini hizlandirmak ve iirlin kalitesini artirmak
icin, yemin kalitesinde etkin rol oynayan katki maddelerinin kullanimi giindeme gelmeye
baslamistir. Bu 6nemli katki maddelerinden biri de son yillarda biiylik 6nem kazanan ve insan
ve hayvan beslenmesi konusunda bir¢ok ¢alismada kullanilan probiyotiklerdir. Su {iriinleri
yetistiriciliginde ise probiyotikler Ozellikle {iretimi arttirmak icin sudaki patojenlerin

engellenmesi ve su kalitesinin iyilestirilmesi i¢in kullanilmaktadir.

Bu projede, Van/ Karasu deresindan yakalanan sazan baliklarinin bagirsagindan izole edilen
bakteri ornekleri ile ¢alisilmistir. Dort adet Sazan Baligindan elde edilen bu probiyotik suslarin
belirlenmesi amaciyla pH, safra tuzu, lizozim, fenol, oto-agresyon, hidrofobiklik,
antimikrobiyal etkinlik, antioksidan etkinlik ve antibiyotik direnci gibi cesitli parametreler

altinda incelenmistir.

Literatir = ¢aligmalarmma  bakildiginda,  hiicre  yiizeyi  hidrofobikligi,  probiyotik
mikroorganizmalar arasinda profilaktik ve terapdtik faydalar saglayabilecekleri bagirsak epitel
hiicrelerine tutunmada spesifik olmayan bir etkilesim olarak tanimlanir (Gut vd., 2019;
Kanpiengjai vd., 2020). Bu calismada, C1-3, C1-4, C2-1, C2-3, C2-4, C3-4, C4-2, C4-4,
izolatlar1 yliksek hidrofobiklik 6zellik gosterirken, C1-1, C2-2, C3-1, C4-1 izolatlar1, diisiik
hidrofobiklik 6zelligi gostermislerdir. Literatiir ¢alismalarina bakildiginda, benzer sekilde,
deniz sediment 6rneginden izole edilen Kluyveromyces lactis M3 maya susunun hiicre ylizeyi

hidrofobisitesi yiiksek oldugu bulunmustur (Guluarte vd., 2019).

Probiyotikler i¢in agiklanan sagligi gelistirici 6zellikler, cogunlukla iyi bir yapisma ve ardindan
bagirsak yolunda kolonizasyon ile iligkilidir (Mohanty vd., 2019). Balik safrasina toleransi,
karacigerden gelen safranin salgilandigi balik bagirsaginda gelisip, yasayabilmesi bir
probiyotik i¢in ¢cok dnemli bir 6zelliktir (Balcazar vd., 2008). Bu projede, izolatlar genellikle
safraya tolerans gostermistir. C1 ve C3 izolatlarinin biitiin serileri tiim kosullarda ve saatlerde
yogun lireme gostererek safra tuzuna karsi oldukca direngli oldugunu ve biiylimelerinin bu
kosullardan etkilenmedigini gostermistir. C2-3'lin 2. saat 0 safra tuzu konsantrasyonundaki

biliylime oran1 295, ancak 6. saat 0.3 safra tuzu konsantrasyonunda bu oran 103'e diismiistiir.



Bu, C2-3"in safra tuzuna kars1 direncinin sinirli oldugunu gostermektedir. Benzer sekilde,
Sporidiobolus ruineniae A45.2, Debaryomyces hansenii BCS004, Kluyveromyces lactis M3 ve
Pichia kudriavzevi ONF7.1C maya suslarinin safra tuzlarina toleransli olduklari bildirilmistir

(Ghosh vd., 2017; Guluarte vd., 2019; Kanpiengjai vd., 2020; Reyes- Becerril vd., 2021).

Probiyotik bakterilerin hayatta kalmasi ve c¢ogalmasi icin belirli pH araliklar1 gereklidir.
Probiyotiklerin hayatta kalmasi ve ¢ogalmasi i¢in, bagirsaklarin dogal pH seviyesi olan 6.5-7.0
aralig1 da 6nemlidir. Lactobacillus tiirleri, pH 4.0-4.5 araliginda , Bifidobacterium tiirleri, pH
4.5-5.0 araliginda Saccharomyces boulardii, pH 2.0-8.5 araliginda ve Lactococcus ve
Streptococcus tiirleri, Genellikle pH 5.5-6.5 araliginda biiylimeyi tercih ederler. Bu ¢alismada,
genellikle izolatlar diisiik pH sartlarinda ( pH:2.5) tiireme gostermezken, pH: 6.5 da lireme
gostermistir. Benzer sekilde, gokkusag: alabaliklariin bagirsaklarindan izole edilen Candida
tropicalis ve Kazaschtania exigua maya suslarinin diisiik pH sartlarina ( pH : 2 ) yiiksek tolerans

gosterdikleri goriilmiistiir (Martinez vd., 2018).

Proje sonugclar1 genel olarak degerlendirildiginde, C1-1, C1-4, C4-1, C4-3 ve C4-4 izolatlarinin,
probiyotik 6zelliklerinin belirlenmesi i¢in yapilan testlerde etkin sonuclar verdigi belirlenmistir.
Secilen izolatlarin genetik karakterizasyonunun yapilmast ve metabolik aktivitelerinin
belirlenmesi, probiyotik 6zelliklerinin anlasilmasina katki saglayacaktir. Bu ¢aligmalar, C1-1,
C1-4, C4-1, C4-3 ve C4-4 izolatlarinin endiistriyel ve saglik alanlarinda kullanim potansiyelini
daha iyi ortaya koyacaktir. Elde edilen sonuclar dogrultusunda yeni bir proje hazirlanarak bu

izolatlarin karisiminin balik beslenmesine etkilerinin belirlenmesi hedeflenmektedir.

Basari ile tamamlanan proje ¢iktilarindan biri de yiiksek lisans tezine doniisecek olmasidir. Elde
edilen sonuglara molekiiler analizlerde eklenerek uluslararsi bir dergide yayina doniistiiriilmesi

hedeflenmektedir.



Tablo 12. izolatlarin kodlamalari, diliisyon oranlar1 ve elde edildigi izolasyon ortamlar

No | izolat Ad1 Diliisyon Oranm Izolasyon Ortamm
1 | Cc24 10° TYG (C)
2 | C43 10° N.A

3 C3-1 10° N. A

4 | C2d 10° TYG (C)
5 Cl-1 10° N. A

6 C3-4 10° N. A

7 [C3-4 10° VG (N)
8 | C4-4 103 TYG (N)
9 | C31 10° TYG (C)
10 | C3-1 10° TYG (C)
11 | C2-3 108 N. A

2 |32 10° TYG (N)
13 [Cl-4 10° TYG (N)
14 [C13 10° TYG (C)
15 | C1-3 10° TYG (N)
16 | C4-4 10° N. A

17 | C2-4 10° TYG (C)
18 | C3-1 108 N.A

19 | C3-4 10° N. A

20 | Ca-1 10° TYG (N)
21 | C34 10° N. A

2 |2 10° TYG (C)
23 | Cl-4 10° TYG (C)
24 | Cl14 108 N. A

25 | C3-1 10° N. A

26 | C3-4 10 N. A

27 |22 10° TYG (N)
28 | Cl-1 10° TYG (C)
29 | Ca2 10° TYG (C)
30 | Ca-1 10° TYG (N)




31 | C3-1 10° N.A
32 | C4-2 104 TYG (C)
33 [Cl-4 10° TYG (C)
34 | C4-1 10° TYG (N)
35 | C3-1 103 TYG (N)
36 | C2-3 10° TYG (N)
37 | C3-4 10° N.A
38 [ C2-2 10° N.A
39 [ C2-4 10° TYG (C)
40 | C4-4 10° N.A
41 | C4-1 10° TYG (N)
42 | C2-1 10° N.A
43 | C2-4 10° N.A
44 | C3-1 10° N. A
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