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OZET
CYPRINUS CARPIO (SAZAN BALIGI)’DA SiNDiRiM SiSTEMINDEN
PROBIiYOTIK OZELLIKLi BAKTERILERIN iZOLASYONU VE TANIMLANMASI

Cyprinus carpio (sazan balig1) biitiin diinyada yayginlik gosteren, besin degeri acisindan tercih
edilen, gerek dogal gerekse kiiltiirii yapilabilen bir balik tiiriidiir. Bilinen bu 6zelliginden dolay1
biliyiime kondisyonunun artirilmasi ve immiin sistemlerinin dayanikli hale getirilmesi oldukca
onemlidir. Probiyotikler ise yeterli miktarda alindiklarinda canlinin sindirim ve bagisiklik
sistemini destekleyen ve bdylece canlinin saglikli kalmasima olumlu katkilar saglayan canli
mikroorganizmalardir. Bu tez, C. carpio (sazan baligl) tiiriiniin sindirim kanalindaki bazi
probiyotik bakterilerin eldesine yonelik bir calismadir. Hayvanlarin sindirim sisteminde
bulunan bazi bakteri tiirleri, yemden yararlanma, balik sagligi, cevre kalitesinin ve
mikroorganizmalarin iyilestirilmesinde 6nemli bir role sahiptir. Ayrica bazi1 bakteriler ise
gastrointestinal kanalda 6nemli rol oynar ve sindirim sisteminde birka¢ farkli enzim iireterek
konak¢min metabolizmasina katkida bulunabilir. Bu tez c¢alismanin amaci sazan baliginin

bagirsaklarindan izole edilen bakterilerin probiyotik 6zelliklerinin belirlenmesidir.

Anahtar Kelimeler: Cyprinus carpio, Bakteri, Probiyotik.
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ABSTRACT
ISOLATION AND IDENTIFICATION OF PROBIOTIC BACTERIA FROM THE

DIGESTIVE SYSTEM OF CYPRINUS CARPIO (CARP)

Cyprinus carpio (common carp) is a globally widespread fish species that is highly valued for
its nutritional benefits and is cultivated both naturally and in aquaculture. Due to these well-
known characteristics, enhancing the growth condition and fortifying the immune systems of
common carp is crucial. Probiotics are live microorganisms that, when administered in adequate
amounts, support the digestive and immune systems of the host, thereby contributing positively
to overall health. This thesis will focus on the isolation of certain probiotic bacteria from the
digestive tract of C. carpio (common carp). Some bacterial species present in the digestive
systems of animals play significant roles in feed utilization, fish health, environmental quality
improvement, and enhancement of microorganisms. Additionally, some bacteria in the
gastrointestinal tract play important roles and contribute to the host's metabolism by producing
several different enzymes in the digestive system. The aim of this thesis is to determine the

probiotic characteristics of bacteria isolated from the intestines of common carp (C. carpio).

Keywords: Cyprinus carpio, Bacteria, Probiotic.
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1. GIRIS

Beslenme bilincinin yayginlasmasi ile insanlar yiiksek besin degerlerine sahip
yiyeceklerin arayisina girmistir. Insan niifusunun siirekli artmasi, kara hayvanlarinin
yetistiriciliginin ve besin olarak tiikketim asamasina gelis asamalarinin uzun siiregler
gerektirmesi nedeniyle insanlar, besin degeri yiiksek, zengin protein igerikli, yapisinda ¢oklu
doymamis yag asitleri bulunan ve insan viicudunun temel besin ihtiyaclarini da karsilamasi gibi
ozelliklerinden dolay1 su {iriinleri tiiketimine yonelmistir (Kaya vd., 2004: 365). Su iirlinleri
sektorli protein agiginin kapatilmasinda olduk¢a 6nemli bir konuma gelmistir. Bu konum
itibariyle 1984°den beri her y1l %11’in lizerindeki biiylimeyle, gida sektorleri arasinda en hizli
biiyliyen ve gelisen sektdr unvanini almistir (FAO, 2002). Diinyada avcilik yoluyla su iiriinleri
iiretimi kayda deger artis gostermezken, yetistiricilik yoluyla elde edilen su tirlinleri iretiminde
onemli oranlarda artis oldugu goriilmektedir. Diinya genelinde deniz avciligindan, 2010 yilinda
elde edilen su iiriinleri miktar1 yaklasik olarak 78 milyon ton iken bu tarihten 6 yil sonra yapilan
arastirmalarda ise bu saymnin sadece 80 milyon ton oldugu tespit edilmistir. Su iirlinleri
yetistiriciliginde ise Diinya geneline bakildiginda 2010 yilinda 59,1 milyon ton olan
yetistiricilik {iretim miktari, 2016 yilinda 80 milyon tona ulagarak, %33 oraninda bir artig
gostermistir (FAO, 2017). Tiirkiye’de yapilan ¢alismalarda ise denizlerden ve i¢ sulardan elde
edilen balik ve diger su iirlinlerinin toplam avcilik miktarlar1 2022 yilinda 335.002,9 ton iken,
2023 yilinda bu miktar 454.058,6 tona ulasmistir. Yetistiricilikte ise, 2022 yilinda toplam miktar
514.805,0 ton, 2023 yilinda ise bu miktar 553.862,0 tona yiikselmistir (TUIK, 2024).

Su iirlinleri, diinyanin en biiyiik hayvansal protein kaynaklarindan oldugu icin su
iriinlerinin yetistiriciligi 6nem kazanmis ve yeni metotlar gelistirilerek, su tiriinleri iiretimi daha
verimli hale getirilmek istenmistir. Balik yetistiriciligi i¢in, hizli biiylime yetenegine sahip ve
ortam sartlarina 1yi uyum saglayabilen baliklar tercih edilmektedir (Aksungur ve Cakmalk,
2008:1). Hayvanlarda biiylime hizi ve verim giicii yemden yararlanma diizeyi ile dogru
orantilhidir (Karademir ve Karademir, 2003:62). Balik {iretiminin artirilmasinin en verimli
sekilde gerceklestirilmesi, yetistirilmek istenen balik tiiriinlin nasil beslenmesi gerektigini
bilmek ile saglanir. Ortamda baliklarin tiikettikleri besinleri artirarak, daha kisa siirede hem
besin degeri agisindan daha verimli, hem de ekonomik agidan 6nemi olan baliklarin kisa siirede
daha fazla yetistirilmesi saglanabilir (Y1lmaz vd., 2002:243). Iyi bir beslemede amag, ucuz ve
kaliteli yemlerle en 1yi gelisimi saglamaktir. Olmazsa olmaz besin maddelerinin yani sira
zorunlu olmayan fakat yeme ilave edildiginde, yemlerdeki besin maddelerinin hayvanlara

bozulmadan ulagmasini, yemin daha kolay sindirilmesini ve bagirsaklardan emilip viicut



hiicrelerine tasinmasini saglayan, iirlin miktarin1 ve kalitesini arttirarak yemden yararlanma
oranini arttiran, bu sekilde ekonomik yarar da saglayan maddeler, son yillarda en tartisilan ve
iizerinde en ¢ok arastirma yapilan konularin basinda gelmektedir (Kutlu vd., 2014: 209).
Giliniimiizde hem insan hem de hayvan beslenmesine dair birgok c¢alismada kullanilan
probiyotikler de bu katki maddelerinden biri olarak ©6nem kazanmistir. Su {iriinleri
yetistiriciliginde, probiyotikler 6zellikle iiretimi arttirmak ve sudaki patojenleri engelleyerek su
kalitesinin iyilestirilmesi i¢in kullanilmaktadir. Ayrica probiyotikler, kiiltiirii yapilan tiiriin
patojenik mikroorganizmalara kars1 bagisikligin1 gelistirmek, sudaki besin organizmalarinin
popiilasyonunu arttirmak, kimyasallarin kullanimini azaltmak, hastaliklarin sik sik ortaya
cikmasini engellemek ve sudaki toksik maddeleri ayrigtirarak su kalitesini gelistirmek i¢in de
kullanilmaktadir. Probiyotikler ile ilgili yapilan ¢aligmalarda, bu mikroorganizmalarin su
iirtinleri yetistiriciliginde kullanimlarinin, yetistiriciligi yapilan baliklarda, tiir ve yas ayrimi
olmadan yemden yararlanarak; canli agirlik kazanci, yasama oran1 ve biiylime performansinda
artis ve immiin sistem tizerindeki olumlu etkileri tespit edilmistir (Panigrahi vd., 2004: 380;
Salinas vd., 2005: 68; El-Haroun vd., 2006: 1480; Kumar vd. ,2006: 1215; Bagheri vd., 2008:
44).

Potansiyel probiyotiklerin gastrointestinal sistemde koloni olusturabilmesi i¢in pH ve
safra toleranslar1 yliksek olmali ve ayn1 zamanda bagirsak yiizeylerine yapisma yetenegine de
sahip olmalidir (Nikoskelainen vd., 2001: 2430). Hidrofobiklik ve oto-agregasyon ozellikleri
(probiyotik hiicreler arasindaki etkilesimi), probiyotiklerin yapisma kapasitesinde ve
patojenlerin bagirsakta dislanmasinda rol oynar (Del Re vd., 2000: 441). Hiicre yiizeyi
hidrofobikligi, oto-agregasyon kabiliyetini, dolayisiyla probiyotiklerin epitel hiicrelerine ve

mukozal yiizeylere yapisma ve kolonizasyon kapasitelerini etkileyebilir (Kos vd., 2003: 984).

Bu tez caligmasinda sazan baliginin (C. carpio) bagirsagindan izole edilen bakterilerin,

probiyotik 6zelliklerinin tespit edilmesi i¢in in vitro testler yapilarak, toleranslarina bakilmigtir.



2. LITERATUR OZETi
2.1. Su Uriinleri Yetistiriciligi

Su {riinlerinin gida olarak kullanimlari ilk uygarliklarin 6ncesine dayanmaktadir. Bu
iirlinler baslarda yalnizca avcilik ile elde edilirken, iiriin miktarinin ve tiir ¢esitliliginin giin
gectikce azalmasi hatta bazi tiirlerin yok olmasi ile birlikte ekolojik dengenin bozulmasi yerini

yetistiricilik kiiltiiriine birakmustir.

Akuakiiltiir olarakta bilinen su iiriinleri yetistiriciligi, baliklar, yumusakgalar, kabuklular
gibi sucul organizmalarin kontrollii veya yar1 kontrollii sartlar altinda en azindan hayatlarinin
belirli bir kisimlarinda iireme, besleme, biiyiime, stoklama, 1slah ve muhafaza i¢in yetistirilmesi
olarak tanimlanmaktadir (Akbulut, 2004: 9; Aslan & Giil, 2018: 850). Yani yasamlarini suda
geciren sucul organizmalarin kiiltiir yetistiriciligi ile disaridan bir miidahale yapilarak, kontrolli

bir sekilde iiretilmesi ve yetistirilmesidir (Alpbaz, 2005: 107).

Su iiriinleri yetistiriciligi, protein kullanimi i¢in hayvansal gidalarin temel kaynagidir ve
diinya ¢apinda en hizli gelisen hayvansal gida tiretim sektoriidiir (Ottinger vd., 2016: 245; Aslan
& Giil, 2018: 850). FAOnun yayimladig1i son rapora gore, 2022 yilinda su iirlinleri
yetistiriciligi, toplam su iriinleri iiretiminin yiizde 51'ini olusturarak ilk kez aveilik
faaliyetlerini geride birakmistir. Bu, toplam 94,4 milyon ton su {iriinleri yetistiriciligi tiretimi
anlamina gelmektedir. 2022 yilinda, su tiriinleri yetistiriciligi toplam 130.9 milyon ton {iretim
yapmistir. Bu miktarin 94.4 milyon tonu su hayvanlarindan olugsmaktadir ve bu da toplam su
hayvani tiretiminin %351'ini olusturmaktadir. Su hayvani iiretiminin %70'1 Asya'da, %9'u
Avrupa'da, %9'u Latin Amerika ve Karayipler'de, %7'si Afrika'da, %3'i Kuzey Amerika'da ve
%1'1 Okyanusya'da gergeklesmistir. Cin, toplam su hayvant {retiminin %36'sini1
gergeklestirerek en biiyiik tiretici konumundadir. Cin’1 %8 ile Hindistan, %7 ile Endonezya, %5
ile Vietnam ve %3 ile Peru takip etmektedir. Tablo 2.1’de en ¢ok su iriinleri yetistiriciligi
yapilan 10 tilke ve yillik tiretim miktarlari verilmistir. FAO tarafindan izlenen deniz stoklarinin
%62.3"0 biyolojik olarak siirdiiriilebilir seviyelerde avlanmaktadir. Bu oran, iiretim seviyesine
gore degerlendirildiginde %76.9’dur. FAO, su hayvani iiretiminin 2032 yilina kadar %10
artarak 205 milyon tona ulagsmasini ve kisi basina diisen yillik tiiketimin %12 artarak 21.3 kg
olmasimi 6ngormektedir (FAO, 2023).

Bahsi gecen bu biiylime oranlari;

1- Birgok balike¢ilik tiiriinlin maksimum siirdiiriilebilir noktaya ulagmasi,

2- Gidalarin giivenligi ile 1lgili tiiketicilerde olusan endiseler,



3- Yiiksek protein kaynagi saglayan, saglikli ve diisiik kalorili iirtin saglayan gida

sektdriine duyulan ihtiyag,

4- Sucul iiremenin, karbondioksit emisyonuna diisikk degerlerde etki etmesi gibi

faktorlerden kaynaklanmaktadir (FAO, 2012).

Tablo 2.1. FAO’nun son raporunda en ¢ok su tiriinleri yetistiriciligi yapilan 10 iilke ve yillik
tiretim miktarlar1 (FAO, 2024)

Ulke Uretim Miktar1 (Ton)
Cin 63.7 mmt
Endonezya 16.6 mmt
Hindistan 5.7 mmt
Vietnam: 3.6 mmt
Banglades 2.2 mmt
Filipinler 2.2 mmt
Gtiney Kore: 1.9 mmt
Misir 1.4 mmt
Norveg 1.3 mmt
Japonya 1.1 mmt

* mmt: milyon metrik ton

2.2. Sazan Bal@ (Cyprinus carpio) Genel Bilgi

Gergek dagilim alanlar1 Glineydogu Asya ve Cin olan sazan baliklar (C. carpio), yapay
balik iiretiminde biiyilik bir alanda bulunduklar i¢in diinyada da 6-nemli bir yere sahiptirler.
Sicag1 sevmeleriyle birlikte, soguga da dayaniklidirlar. Boylece degisik cevre kosullarinda
rahatlikla cogalabilirler. 4-30 °C arasindaki su sicakligi degisimlerine kisa siirede uyum
saglayabilirler. Optimum biiyiimelerini ise 20 °C’nin lizerinde gosterirler (Aydin F., 1984: 104).
%35°1ik tuzlulukta rutin ireme gosterirler (Wood & Ghannudi, 1985; Korkmaz, 2004: 26) ama
tuzluluk deneysel olarak %12’ye cikarildiginda da biiylimesini siirdiirmektedirler. 5-9
arasindaki pH’larda biiylimeleri etkilenmez. Sazan baliklarinin oksijen ihtiyact yiiksektir;
suyun oksijen seviyesi 5 mg/L'nin altina diistiigiinde stres belirtileri gosterebilirler (Pullin,

1986: 264).

Sazanlarm {iremelerini etkileyen en 6nemli faktdr su sicakligidir. Ureme dénemleri

ilkbahar, yaz aylarinda su sicakliginin 18-20 °C oldugu dénemlerde maksimum verime ulasirlar.



Disi sazan baliklar1 genellikle s1g alanlarda bitki ortiisiiniin yogun oldugu bolgeleri daha
korunakli oldugu i¢in tercih eder ve yumurtalarin1 birakirlar. Yapigkan yapidaki yumurtalarin
su alt1 yapilarina yapigmalari onlar1 akintidan ve aveiliktan korur. Yumurtalarin kulugka siireleri
sicakliga bagli olarak 3 ile 7 giin arasinda degismektedir. Sicaklifin artmasi kulugka siiresini
kisaltir. Larvalar, yamurtadan ¢iktiklar1 ilk birkag¢ giin yumurta kesesindeki besinleri tiiketerek
hayatta kalirlar. Yumurta kesesindeki bu besinler tiikendiginde, larvalar planktonlardan

beslenmeye baglarlar (Atay D., 1987: 1035).

Sazan baliklar1 omnivor (hepgil) beslenme aliskanliklarina sahip olduklar1 i¢in hem
bitkisel hem de hayvansal besinleri tiiketebilirler. Giinliik besinlerinin biiyiik bir kismini su
bitkileri olan, algler ve detritus (¢iiriiyen organik maddeler) gibi bitki kaynaklarindan saglarlar.
Ozellikle protein ihtiyaclar1 icin, bocek larvalari, kiigiik kabuklular, solucanlar ve kiigiik
baliklar gibi hayvansal besinleri de tiiketebilirler. Biiylik sazanlarin bazi kiigiik baliklar
yedikleri de gézlemlenmistir (Atay D., 1987: 1035). Tiikettikleri besin tiirleri ¢cevresel kosullara
ve besin kaynaklarinin bulunabilirligine bagl olarak degisebilir. Besin kaynaklar1 ve ¢evresel
faktorlere gore biiyiime hizlar degisse de sazan baliklari hizli biiytimeleri ile bilinirler. Uygun
beslenme ve ideal ¢evresel kosullar altinda sazanlar, ilk yillarinda hizli bir biiyiime gosterirler.
Birinci yil sonunda, 15-20 cm uzunluga ve 200-300 gram agirliga ulasabilirler. Su sicakligi ve
yem durumuna bagli olarak hizli biiyliyen bir baliktir. 20-25 yil hatta 35-40 yi1l yasadiklar ve
boylarmin 1 m’nin {izerine ¢iktig1, agirliklarinin ise 25-30 kg’a ulasabildigi bildirilmektedir.

(Atay & Celikkale., 1983: 185; Celikkale., 1988: 460)

2.3. Sazan Balhigin (Cyprinus carpio) Diinya ve Tiirkiye’deki Yetistiriciligi

Sazan tretiminde akarsu, kaynak suyu, gol suyu, yeralti suyu veya kisaca soguk
olmayan biitiin sular kullanilabilir (Atay & Celikkale., 1983:185). Sazan baliklar1 hem besin
olarak tiiketilmesi hem de cesitli su iirlinleri yetistiriciligi sistemlerinde kullanilmas1 nedeniyle
onemli bir tathh su baligidir. Yapay ve denetimli kosullara uyum saglayabilmeleri, besin
yelpazelerinin genis olmasindan kaynakli olarak diger tiirlere gore daha rahat beslenmeleri ve
uzun yillardan beri yetistiriciliginin yapilmasi ile diinyada en ¢ok yetistiriciligi yapilan kiiltiir
baliklarmnin igerisinde yer alir (Sarthan, 1976: 19). Ilk olarak yetistiricilige alinan alabaliktan
(Salmonidae tiirleri) sonra yetistiricilige alinan tiirlerin basinda sazan baligi gelmektedir.
Ulkemizde 1970 yillarindan itibaren sazan ve alabalik ile baslayan kiiltiir balik¢1l1g1 giiniimiizde
cipura (Sparus aurata), levrek (Dicentrarchus labrax) ve diger alternatif tiirlerin tiretimi ile

hizla gelismektedir (Alpbaz, 2005: 107).



Diinya genelinde sazan balig1 yetistiriciligi, 6zellikle Asya'da 6nemli bir yere sahiptir.
2023 yili itibartyla toplam sazan iiretimi 25 milyon metrik tonu (mmt) agsmistir. Cin, bu tiretimin
en biiyiik kismini gerceklestirerek 16.7 mmt'nin iizerinde bir tiretim yapmistir. Hindistan ise 6.2
mmt ile Cin’i takip etmektedir. Diger iilkeler ise toplam yaklasik 3 mmt {iretim
gerceklestirmistir (GSA, 2024). Tiirkiye’de ise sazan iiretiminin biiyiik kism1 Ege, I¢ Anadolu
ve Giiney Anadolu bolgesinden saglanir. Dogal goller olan Egirdir, Beysehir, Ulubat, Manyas,
Aksehir, Iznik ve Gélmarmara golleri ile daha sonra yapilan calismalarla baliklandirma islemi
yapilan yiizlerce baraj ve goletlerimizde sazan balig1 varligini siirdiirmektedir (Celikkale, 1988:
460; Emre, 2004: 18). Tiirkiye’de TUIK tarafindan yayinlanan son raporda 2014-2023 yillari
arasindaki aynali sazanlarin (C. carpio specularis) Uretim miktarlar1 (ton) Tablo 2.2°de

verilmistir. (TUIK, 2024)

Tablo 2.2. Aynali sazan yetistiricilik miktar (ton)

Yil Uriin Miktar
(ton)
2014 157
2015 206
2016 196
2017 233
2018 212
2019 203
2020 173
2021 171
2022 293
2023 216

2.4. Probiyotik ve Probiyotigin Onemi
Latince “pro” ve “bios” kelimelerinden tiiretilmistir ve “yasam i¢in” anlamina
gelmektedir. Probiyotikler, konuk¢usunun dogal mikroflora 6zelliklerini iyilestirerek, onun

saglig lizerinde olumlu etkiler yapmak icin bagirsak sisteminin mikrobiyal florasini degistiren



mikroorganizmalardir (FAO, 2001). Probiyotikler canli sagligina yaptiklar1 olumlu etkiler
disinda ayrica son {iriine kazandirdiklart ‘raf omriinii uzatma’ gibi ozelliklerle hem {ireticiye
hem tiiketiciye kolaylik saglamaktadir. Sahip olduklar lipolitik, proteolitik ve B-galaktozidik
aktiviteleri ile de sindirime yardimc1 olmaktadir (Prado, vd., 2008: 113). insan ve hayvan
sindirim sistemi mikroflorasinin biiylik bir kismini1 olusturan probiyotikler, Gram pozitif (+),
basil seklinde bulunan bakterilerdir. Spor olusturmayan bu bakteriler katalaz negatif 6zellikte

ve laktik asit liretme yetenegindedirler (Huq, vd., 2013: 911).

Probiyotikler bagirsak ve vajen florasinda patojen mikroorganizmalarin ¢ogalmasinin
engelleyerek dengeyi saglar. Boylece immiin sistemin sekillendirmesiyle birlikte intestinal
epitel homeostazinda bazi mineral ve vitaminlerin biyoyararlanimini artirir, serum lipid

diizeyini dengeler, bagirsak motilitesini ve gecirgenligi diizenler.

Probiyotikler bugiin bir¢ok hastalikta ve patolojik durumda kullanilmaktadir.
Gastrointestinal enfeksiyonlarin dnlenmesi ve tedavi olarak insan normal florasinin tekrar
olusturulmasi i¢in her gegen giin daha fazla kabul gormektedir. Klinik uygulamada en fazla
gastoenteritlerin olusumunu engelledigi ve bunun tedavisi i¢in kullanildigr goriilmektedir

(Yildirim vd., 2021: 605).

Kullanim alanlarindan biri olan akuakiiltiirde uygulanmaya baslamasi da 6zellikle son

yillarda olduk¢a 6nem kazanmustir.

2.5. Probiyotigin Su Uriinleri Yetistiriciligindeki Yeri

Stirekli artan diinya niifusuna ek olarak olumsuz ekolojik kosullar nedeniyle de
hayvansal gidaya ihtiyag artmaktadir. Yetistiriciliginin ve eldesinin kirmizi et kaynaklarina gore
daha hizl1 olmasi, besin degerinin yliksek ve kaliteli olmasi, maliyetinin de daha uygun olmasi
nedeni ile de su irilinlerine talep artmustir. Talep artis1 karsisinda, diger hayvan cinslerinin
yetistiriciliginde de siklikla kullanilan, gelismeyi tesvik edici antibiyotikler kullanilmistir. Bu
antibiyotikler, bulunduklar1 ortami zararli mikroorganizmalarin etkilerinden koruyan
kimyasallardir. Yem igerisine katilarak verilen antibiyotik sikligina bagli olarak baliklarda
onemli derecede kalintilar kalmaya baslamistir. Bu kalintilara bagh olarak mikroorganizmalar
antibiyotiklere kars1 diren¢ kazanmaya baslamistir. Bu durum mikroorganizmalar ve
antibiyotikler arasinda tasinarak, hastaliklarin sagaltiminda kullanilan antibiyotiklere karsi
capraz diren¢ olusturmaktadir (Adiyaman, vd., 2010:57). Bu nedenle 6nce Avrupa Birligi
iilkelerinde daha sonra da iilkemizde 1 Ocak 2006 tarihinden itibaren antibiyotik kokenli

biliylime uyaricilarinin yem katki maddesi olarak kullanimi yasaklanmistir. Bunun {izerine su



canlilarinin {iretimine katki saglayarak daha hizli gelismeye tesvik etmek i¢in bitkisel veya

hayvansal bazi bilesiklerden yararlanilmaya baslanmistir (Alak, vd., 2012:62).

Stres durumlarinda bozulan bagirsak florasinin diizenlenmesi ve biiyiimeye tesvikin
devam edebilmesi i¢in probiyotiklerin, hayvanlarin yemlerine katki maddesi olarak entegre
edilmesi yayginlasmaya baslamistir. Yine probiyotiklerin ilk olarak 1970’li yillarda hayvanlarin
biiytimesini desteklemek i¢in “hayvanlarin bagirsak mikrobiyal dengesini gelistirerek onlara
yararli olan canli mikrobiyal yem katkilar1” olarak tanimlanmistir (Sullivan, vd., 2002: 313).
Sindirim bolgesinden siirekli su gegisi oldugu i¢in balik ve kabuklu deniz iiriinlerinin sindirim
sistemi mikrobiyotas1 dig ¢evre ile dogrudan baglantilidir (Turgut, vd., 2007: 13). Bakteriler
sindirim kanali boyunca hastaliklara neden oldugundan, bu bakterilere karsi koruma ve sindirim
sisteminin iyi ¢aligsmasi i¢in gerekli normal mikrobiyotaya ve bunlarin yan iiriinlerine ihtiyag
duyulmaktadir (Gismondo vd.,1999: 287). Genel olarak probiyotik olarak kullanilan
mikroorganizmalar suda yasayan canlilarin viicudunda dogal olarak bulunan ve disardan gelen

mikrobiyotasindan izole edilebilir (Balcazar vd., 2006: 175; Rollo vd., 2006: 167).

Probiyotikler konak¢inin normal mikrobiyotasinin hem gelisimini hem de stabilitesini
olumlu yonde etkiler ve patojenlerin kolonizasyonu engeller. Bagirsak epiteli lizerindeki
destekleyiciligi ile mukozal bariyerini etkiler ve bagisiklik sisteminin hem spesifik hem de
spesifik olmayan bilesenlerini uyararak daha yiiksek biiylime saglar ve yem verimine katkida
bulunur. Probiyotikler, bagirsak bozukluklarmi ve bagirsaklarda bulunan anti-beslenme
faktorlerinin 6n sindirilmesini 6nleyerek besinlerin daha yiiksek oranlarda kullanimini artirirlar.

Probiyotiklerin ¢aligma mekanizmalari su sekildedir;

1- Patojen bakterilerden Once bagirsak liimenindeki villuslara ulasarak, patojenlerin
sindirim sisteminde barinmalarini 6nlemek,

2- Laktik asit, asetik asit, propiyonik asit vb. ¢esitli organik asitler {ireterek ortam pH’in1
diistiriip, bagirsak mikrobiyotasini dengede tutmak,

3- Laktaz, lipaz, proteaz vb. ¢esitli enzimlerin yani sira, B ve K vitaminleri tireterek genel
saglig1 dengeleyerek sindirim siirecini desteklemek,

4- Lizozim, hidrojen peroksit gibi antibakteriyel maddeler iiretmek,

5- Sindirim sistemindeki antikor diizeylerini arttirmak,

6- Makrofaj aktivitesini arttirmak ve bagisiklik sistemini gii¢clendirmek (Kutlu, vd., 2014:
209).

Probiyotikler, bagirsak mikrobiyal dengesini gelistirerek konak¢i hayvanda yararh

etkiler olusturan canli mikrobiyal yem katki maddeleridir (Kutlu, vd., 2014: 209).



2.6. Probiyotiklerin Belirlenmesinde Dikkat Edilmesi Gerekenler

Probiyotik se¢imi yapilirken Oncelikle segilen probiyotigin konakg¢i canliya yarar
saglayabilecek olmasi goz Onilinde bulundurulur. Probiyotik bakterinin etki mekanizmasi
bilinerek, diger probiyotikler ya da patojenler ile etkilesim ve rekabetlerine hakim olunmalidir.

Probiyotik olarak kullanilacak mikroorganizmalarda bulunmasi gereken 6zellikler sunlardir;

- Probiyotikler, biyolojik etkilerini gdosterebilmeleri i¢in bagirsak mukozasina
tutunabilme yetenegine sahip olmalidirlar (Sagdig, vd., 2004: 224)

- Diislik pH, safra tuzlari, lizozim aktivitesi gibi olumsuz kosullar altinda bu stres
ortamlarindan etkilenmeden metabolize olabilmelidir.

- Kanserojenik ve patojenik bakterilerin etkilerini azaltmali ya da engellemelidirler.

- Antimikrobiyal etkilere sahip maddeler iiretmelidir.

- Antibiyotiklere diren¢li olmalidir, bagirsaktaki antibiyotiklerden etkilenmeden,
antibiyotige bagli olarak ortaya c¢ikan problemlerde tedavi amach
kullanilabilmelidir.

- Son iriinlere entegre edildiginde besin degerini ve Triiniin kalitesini

diisiirmemelidir.

Bir mikroorganizmanin probiyotik 6zelliklere sahip olup olmadigi in vitro yapilan
deneylerle belirlenebilmektedir. Bu deneyler mikroorganizmalarin probiyotik olma

potansiyelini ortaya koymaktadir fakat in vivo deneylerle de bu 6zellikleri desteklenmelidir.

2.7. Probiyotik Suslarin Belirlenmesinde Kullanilan In Vitro Testler

Bir mikroorganizmanin probiyotik olup olmadigini1 anlamak icin bir¢ok in vitro test
yapilabilmektedir. Bunlar; mide ortamina direng, safra tuzuna tolerans, antibiyotik duyarlilik
testi, bagirsak ylizeyine tutunma gibi testlerden olugmaktadir (Tuomola vd., 2001: 394; FAO,
2002). Bu testler bakterilerin farkli karakterizasyonlarini ortaya koyarak mikrobiyotaya adapte

olabilmelerini ve probiyotik olarak kullanim potansiyellerini ortaya koymaktadir.

2.7.1. Mide Ortamina Direnc¢

Probiyotik bakteriler, bagirsaga giden yolculuklarinda 6nce mideden gegerler. Mide
ortami pH’1 ortalama 1,5 ve 3.0 arasinda oldugu i¢cin mideden gegtikten sonra canliliklarinin
devam edip etmedigi test edilmelidir. Yapilan bazi calismalarda mide pH degerinin 2 olmasi
cok secici bir ortam olustururken, pH degerinin 3 oldugu ortamlarda ise farkli bakterilerin

tireyebildigi goriilmiistiir. Bu nedenle pH degeri 2.5 uygun ortam olarak belirlenerek tolerans



testlerinde kullanilmaktadir (Dunne vd., 2001: 388; Ozden, 2004; Yavuzdurmaz, 2007; Akman,
2009: 19).

Bu testin yapilma asamalarinda, mide pH’sindaki soliisyonlar hazirlanmakta ve bu
sollisyonlara mikroorganizmalar inkiibe edilmektedir. Ardindan belirli siirelerin sonunda agar
besiyerine ekim yapilarak mikroorganizmalarin farkli asidik kosullardaki sag kalim miktar
Olgtilmektedir. Farkli tip ve konsantrasyonda enzimler secilip kullanilir ancak sindirim
modellerinin hepsinde islem sicakligi 37 °C’ye ayarlanmaktadir (Dunne, vd., 2001: 388;
Argyri. vd., 2013; Elcioglu, & Kunduhoglu, 2014: 63; Comak, vd., 2016: 159).

2.7.2. Safra Tuzu Toleransi

Safra tuzlart sindirim esnasinda karacigerde kolesterolden sentezlenerek safra
kesesinden bagirsaga salinir. Safra tuzlari, yaglarin sindirimi ve emilimi konusunda 6nemli rol
oynar. Bu asitler, mikroorganizmalarin aktiviteleri lizerinde kimyasal bozulmalara neden
olurlar. Asitlerin mikroorganizmalar1 etkileyen bu 6zelliginden dolayi, muhtemel probiyotik
suslarin da bagirsaklarda fonksiyon gosterebilmeleri i¢in safraya karsi direngli olmalar1 ve
gastrointestinal sistemde hayatta kalabilmeleri gerekmektedir. Laboratuvar ortaminda
probiyotik adayr mikroorganizmalarin safra tuzlarina toleransi incelenirken genellikle ilgili
besiyerindeki %0,3, %0,5 ve %1 konsantrasyonlu ortamlarda gelisimi belli saat araliklarla (0.,
2. ve 4. saat) takip edilmektedir (Prasad vd., 1998: 994; Dunne vd., 2001: 389; Akman 2009:
16; Onal, 2010: 33; Zago, 2011: 1034; Elcioglu ve Kunduhoglu, 2014: 33). Dunne, sigir ve
domuz safras1 lizerinde bir calisma yapmustir. Bu c¢alismada kullandig1 Lactobacillus ve
Bifidobacterium suslarmin, sigir safrasma direng gosteritken domuz safrasina direng

gostermedigini tespit etmistir (Dunne, 2001: 387)

2.7.3. Antibiyotik Direnci

Laktik asit bakterileri farkli yapidaki antibiyotiklere kars1 direng gosterebilirler (Gad
vd., 2014: 26). Antibiyotik diren¢ geni, mikroorganizmalar arasinda transfer edilebilir. Bu
direng¢ geninin herhangi bir patojene aktarimi yapildiginda, antibiyotik ile tedavi edilecek bir

hastalik siirecinin tedavisi zorlasir.

Probiyotik olarak laktik asit bakterileri igeren iirlinler olduk¢a yiliksek sayilarda
bulunmaktadir ve bunlarin kullanim alanlar1 ¢ok yaygindir. Bu sebeple kullanilan probiyotik
suslar, antibiyotik diren¢ genlerinin de aslinda birer tasiyicist olarak gorev almaktadirlar
(Hummel 2007: 734; Meral & Korukoglu, 2014: 76). Yani probiyotik suslar, birer antibiyotik

geni tasiyicist oldugu icin antibiyotik direncine sahip olmalar1 istenen bir durum degildir. Bu
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ylizden test asamalarinda antibiyotik direnci testleri de yapilmaktadir. Antibiyotik direng
testleri, klasik disk difiizyon testi (DD), minimal inhibisyon konsantrasyonu (MIK) testi ve
otomatik antimikrobiyal hassasiyet testi seklinde ve molekiiler temelli olarak da ilgili genin
PCR metotlar1 kullanilarak taramasi ile gergeklestirilmektedir (Hummel vd., 2007: 734; De
Melo Pereira vd., 2018: 2065). Ampisilin, vankomisin, gentamisin, kanamisin, streptomisin,
eritromisin, klindamisin, tetrasiklin, kloramfenikol antibiyotiklerinin kullanildig1 ¢alismada,
Lactobacillus reuteri susu, en yliksek inhibisyon degerini 64 (mg/l) ile kanamisin ve
streptomisinde gosterirken, vankomisinde inhibisyon degeri gozlemlenmemistir. Tetrasiklin 16
(mg/1) ile ikinci yiiksek inhibisyonu gosterirken, gentamisin 8 (mg/1), kloramfenikol 4 (mg/1),
ampisilin 2, eritromisin ve klindamisinde 1 (mg/1) inhibisyon degeri goriilmiistiir (EFSA, 2012).

2.7.4. Bagirsak Yiizeyine Tutunma

Tutunma, probiyotik bakterilerde bulunmasi gereken en 6nemli 6zelliklerinden biridir.
Probiyotikler, mide asidi ve safra tuzlarina kars1 direng gosterip bagirsaga geldiklerinde ilk
olarak bagirsak mukus tabakasina temas ederler. Probiyotiklerin buradan kayip gitmemeleri i¢in
bu tabakaya tutunmalar1 gerekir. Bu tutunma ile patojenlerin bagirsak yilizeyine tutunmalari
engellenir, probiyotiklerin sindirim sisteminde kalma siireleri nispeten uzayarak immiin
sistemin aktive edilmesi ve zarar gérmiis bagirsak epitelinin daha kolay iyilesmesi saglanabilir

(Onal vd., 2005: 3; Comak vd., 2016: 159).

Probiyotiklerin  bagirsak ylizeyine tutunmalari hiicre ylizeyinin agregasyon
(kiimelesme) ve hidrofobik oOzellikleri ile de iligkilidir. Bakteriler, agregasyon yetenekleri
sayesinde hiicreye tutunarak kolonize olabilirler. Agregasyon testleri, ayni tiire ait
mikroorganizmalarin birbirlerine tutunarak olusturduklar: hiicre kolonilerinin tespiti igin oto-
agregasyon, farkli tiire ait mikroorganizmalarin birbirine tutunarak olusturduklar1 hiicre
kolonilerinin tespiti i¢in ise koagregasyon olmak iizere iki seklide gerceklesmektedir.
Probiyotikler oto-agregasyon yetenekleri ile bagirsak epitel hiicrelerine tutunabilmekte,
koagregasyon yetenekleriyle, patojenlerin kolonizasyonunu énlemektedirler (Onal, 2010: 2;
Bilginer, vd., 2019: 320). Hiicre yiizeyi hidrofobikligi, probiyotiklerin mukozal ylizeylere
yapisma yeteneklerini artirarak, konakgi tizerinde daha uzun siire kalabilmelerini ve daha etkili
olmalarmi saglar. Bu nedenle, probiyotiklerin hiicre yiizeyi hidrofobikligi, onlarin patojenlere
kars1 rekabet yetenekleri, bagisiklik sistemini modiile edebilmeleri ve bagirsak bariyer
fonksiyonunu 1yilestirebilmeleri gibi faydalariyla dogrudan iliskilidir. Monteagudo-Mera ve
arkadaslarinin (2019) yaptig1 c¢alismada, Lactobacillus rhamnosus GG ve Lactobacillus

acidophilus NCFM susglarinin  Caco-2 bagirsak epitel hiicrelerine tutunma yetenekleri
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degerlendirilmistir. Sonuglar, her iki susun da Caco-2 hiicrelerine basarili bir sekilde
tutundugunu, ancak L. rhamnosus GG susunun, L. acidophilus NCFM'ye kiyasla daha yiiksek

bir tutunma oran1 gosterdigini ortaya koymustur.

2.7.5. Hemolitik Aktivite

Hemolitik aktivite testleri, izole edilen probiyotik suslarinin, kan hiicrelerine zarar
verme potansiyelini belirlemek amaci ile yapilir. 37°C’ de 24 saat aktiflestirilen izolatlar, %5
koyun kami iceren agara inokiile edilir. Inokiile edilen petriler 24 saat etiiv cihazinda
inkiibasyona birakilir. 24 saat sonunda etrafinda yesil zon olusumu goriilen koloniler o-

hemolitik, berrak zon olusumu B-hemolitik, zon olusumu olmamasi ise y hemolitik aktiviteye

sahip olarak degerlendirilmistir (Maragkoudakis vd., 2006: 191).

Hemoliz, patojenler arasinda hastalik yapict olarak goriilen yaygin bir faktordiir. Alfa
(o) hemolitik patojenler hemoglobini tam olarak pargalayamaz, Met-Hemoglobine kadar
parcaladigi i¢in besiyerinde yesil renkli bir zon olusumu gézlemlenir ve bu gergek bir hemoliz
olarak kabul edilmez. Beta hemoliz (B-hemoliz), kirmiz1 kan hiicrelerinin par¢alanmasina
neden olur. Bu yiizden, inokiile edildigi kanli agarda koloni etrafi seffaf bir goriiniimde olur.
Dolayistyla hemoliz, patojenik mikroorganizmalar arasinda bilinen bir hastalik faktori oldugu
icin probiyotik bakterilerin hemolitik aktiviteye sahip olmamasi istenir. Bu yiizden hemolitik
aktivite testi probiyotik belirleme asamalarinda bir 6n kosul olarak kabul edilmektedir

(FAO/WHO, 2002).

Lactobacillus plantarum suslari izerinde yapilan ¢alismada, L. plantarum MJM60319,
MIM60298 ve MIM60399 suslarimin hemolitik aktiviteye sahip olmadigi belirlenmistir
(Palaniyandi vd., 2017: 203).

2.7.6. Antioksidan Aktivite

Antioksidanlar, viicutta bulunan veya disaridan alinabilen maddelerdir. Bu maddeler
oksidatif stres siirecini azaltma veya onlemede rol oynayan bilesiklerdir. Oksidatif stres,
viicuttaki serbest radikallerin hiicrelere zarar vermesine neden olan bir stirectir (Pham vd., 2008:
90). Antioksidan testleri, bir maddenin veya organizmanin antioksidan aktivitesini 6l¢mek i¢in
yapilir. Antioksidanlar, 6zellikle dogal antioksidanlar, antioksidan aktivite yoluyla oksidatif
stresi azaltma yetenekleri sayesinde insan sagligina faydali olabilirler (Hung vd., 2004: 1583).
Antioksidanlar ve fenolik bilesikler agisindan zengin gidalar; oksidatif hasar1 dnleyici ve tedavi
edici 6zelikleri sayesinde gida iiretiminde artan bir kullanim alan1 bulmaktadirlar (Ogiit, 2014:

26). Brand-Williams ve arkadaslari tarafindan, 1995 yilinda farkli bilesiklerin antioksidan
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aktivitesini degerlendirmek icin kullanilan bir yontem olan DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil)
stiplirme aktivitesi bulunmustur. Bulunan bu aktivite, Sanchez ve arkadaslari tarafindan 1998

yilinda revize edilerek kullanilmaya baglanmistir (Okan vd., 2013: 52).

Antioksidan aktivite testi ile antioksidan tarafindan DPPH serbest radikaline, proton
transferi sonucunda olusan reaksiyon, 517 nm‘de absorbansin azalmasi nedeniyle renk
degistirir. Olugan renk degisimi, spektrofotometre ile yapilan 6l¢iimde tespit edilebilir (Okan
vd., 2013: 52).

2020 yilinda siit {iriinlerinden elde edilen Lactobacillus probiyotik suslarinin
antioksidan 6zellikleri degerlendirilmis ve bu degerlendirme sonucunda, probiyotiklerin giiclii

antioksidan 6zelligi sergiledigi tespit edilmistir (Ural & Yiiksekdag, 2020: 16)

2.7.7. Fenol Tolerans:

Bir¢cok bitki kaynakli gidada dogal olarak bulunan fenol bilesikleri, ayrica insan
bagirsaklarinda proteinlerin sindirimi sonucunda olusan aminoasitlerin deaminasyonu
sonucunda da olusabilmektedir. Ortamda fenol konsantrasyonunun yiiksek olmas1 probiyotik
bakteriler tizerinde toksik etkiye sahip olabilir. Bu durum da probiyotik bakterilerinin hayatta
kalarak bagirsakta kolonize olma yeteneklerini olumsuz yonde etkileyebilir. Fenol direncine
sahip probiyotik suslari, fenol iceren gidalar tiiketildiginde veya bagirsakta fenol olusumu
sirasinda hayatta kalabilir. Bu nedenle, probiyotiklerin etkinligini arttirarak, gastrointestinal
sistemde hayatta kalma sanslarimi yiikseltmek i¢in fenol direnci, 6nemli bir 6zellik olarak
degerlendirilmistir. Fenol direncli probiyotikler, bu tiir ortamlarda bile etkili bir sekilde
caligabilir, boylece probiyotiklerin yararlar artabilir (Xanthopoulos vd., 2000: 211; Salminen
vd., 2004:362)

Probiyotik bakteri izolasyonu i¢in verimli bir kaynak olan melestandan Todorov ve
Dicks (2005) tarafindan izole edilen L. plantarum susunun fenole kars1 direngli oldugu tespit

edilmistir.

2.7.8. Lizozim Toleransi
Lizozim, ¢esitli viicut sivilarinda (tiikiiriik, gozyas1 vb.) ve bagirsak epitel hiicrelerinde
dogal olarak bulunan bir enzimdir. Viicudun dogal savunma mekanizmasinin bir parcgasidir,

bakterilerin hiicre duvarini parcalayarak, bakterileri yok eder (Selsted & Ouellette, 2005: 551).

Probiyotik bakteriler viicuda alindiginda mide asidi ve safra tuzlar1 gibi lizozime de
maruz kalirlar. Lizozim gibi antibakteriyel maddelere kars1 direng gelistirmelidir. Bu yiizden

probiyotik susun, bagirsakta etkili bir sekilde kolonize olup ¢ogalabilmesi i¢in lizozime karsi
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direngli olmas1 beklenir. Probiyotik suslarin lizozime diren¢ gostermesi, bagirsak florasinda
bulunan patojenler ile rekabetlerini ve bu patojenleri inhibe etmelerini kolaylastirir. Bu durum,

patojenlerin biiylimesini engeller ve bagirsak sagligini destekler.

Yildirim ve Tuncer’in 2022 yilinda yaptiklar1 caligmada, starter kullanilmadan tiretilen
sucuklardan izole edilen Pediococcus acidilactici ve P. pentosaceus Pediococcus suglarinin 100
ppm lizozim igeren MRS broth besiyerinde 24 saat inkiibe edildikten sonra, canlilik oranlarinin

%90.90 ile %107.40 arasinda oldugunu rapor etmislerdir.

2.8. Su Uriinleri Yetistiriciliginde Etkili Olan Bashca Probiyotik Tiirler

Suda bulunan kimyasal ve biyolojik en ufak degisiklikler, su iiriinleri yetistiriciligini
etkiler. Bundan dolay1 son zamanlarda su tirlinleri yetistiriciliginde probiyotik kullanimina dair
istek artmistir. Probiyotikler zararli besinlerdeki bilesimlerin potansiyel detoksifikasyonunu
saglayarak beslenmeyi diizenler, amilazlar ve proteazlar ile hazmedilemeyen diyette potansiyel
unsurlari pargalar, vitaminlerin iiretimi ve konagin bagisik sistemini uyararak canliya yardime1
olur (Kesercodi vd., 2008: 5). Heterotrofik bir bakteri olan probiyotik bakterilerin,
nitrifikasyon, denitrifikasyon ve oksidasyon gibi kimyasal faaliyetlerde bulunarak balik ve
karides atiklari, yem artiklari, plankton ve diger organik kalintilar1 karbondioksit, nitrat ve

fosfata ayristirdigi bilinmektedir (Xiang-Hong, vd., 1998).

Su iriinleri yetistiriciliginde probiyotigin kullanilmaya baslamasindaki ana amag;
baligin deri, mukus veya bagirsak florasini olusturan faydali ve patojenik mikroorganizmalar
arasinda istenilen iliskinin diizenlemesi veya yeniden olusturmasidir. Probiyotikler, patojenlere
kars1 antimikrobiyal maddeler iiretir. Baliklarin biiylimesine veya patojenlere kars1 korumasina
yardimci bir etkiye sahip olmak amaciyla adhezyon ile balikta yerlesme 6zelligine sahiptirler.
Laktik asit tireten mikroorganizmalar, inhibitor maddeler ve hidrojen peroksit tlireterek zararl
bircok mikroorganizmanin gelisimini inhibe etmektedir (Karademir & Karademir, 2003: 65;

Yaman & Esendal, 2004: 8; Turgut, vd.,2007: 16).

Su iirlinleri yetistiriciliginde yaygin olarak kullanilan Lactobacillus rhamnosus ve
Carnobacterium’ dur. Gram pozitif ve anaerob olan bu mikroorganizmalar patojen 6zellik
tastmamaktadir. Lactobacillus bakterilerin mide asidik ortamina daha dayanikli oldugu ve

bagirsaga gecis esnasinda canliliklarini koruyabildikleri bildirilmistir (Yalcin, 1996).

Su driinleri yetistiriciliginde kullanilan Flavobacterium sp. ve Bacillus spp.
probiyotiklerinin algler tizerinde Chaetoceros gracilis kiiltiiriine kars1 gelismeye, yetistiricilik

ortamindaki  patojen sayisinda azalmalara ve sudaki mikrobiyallerin popiilasyonunu
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etkileyerek su kalitesinin iyi yonde etkilenmesine neden oldugu belirlenmistir (Suminto, vd.,
1997; Xiang-Hong, vd., 1998). Pseudoalteromonas undina ise karidesler iizerinde etkilidir.
Karides (Panaeus monodon) tiirlerinde patojenik viriislere karsi koruma gelistirerek 6liim
oranlarinda diistise neden olur (Vine vd., 2006: 411). Bu tiirler disinda balik bagirsak florasina

uygun bazi probiyotikler, etkili olduklar1 balik tiirii ve etki parametreleri Tablo 2.3’te verilmistir.
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Tablo 2.3. Balik bagirsak florasina uygun bazi probiyotikler, etkili olduklar1 balik tiirti ve etki

parametreleri
Balik Tiirii Probiyotik Etki Parametresi
Gokkusagi alabahg Carnobacterium inhibens Aeromonas salmonicida patojenine
. karsi koruyucu etki (Burr, vd.,
(Oncorhynchus mykiss) 2005: 429)
Gokkusagi alabahg Lactobacillus rhamnosus ve Vibrio  Aeromonas salmonicida patojenine
(Oncorhynchus mykiss) fluvialis kars1 koruyucu etki ve bagisiklik

Avrupa cipurasi

(Sparus aurata)

Cipura bah@

(Sparus aurata)

Kalkan bahg:

(Scophthalmus maximus)

Kalkan bahg

(Scophthalmus maximus)

Kalkan bahg:

(Scophthalmus maximus)
Avrupa yilan bahgi

(Anguilla anguilla)

Nil tilapiyasi

(Oreochromis niloticus)

Salmonidler

(Salmonidae)

Debaryomyces hansenii

Lactobacillus  fructivorans — ve
Lactobacillus plantarum

Lactobacillus plantarum

Vibrio poteolyticus

Lactobacillus  plantarum  ve
Lactobacillus helventicus

Bacillus toyoi ve Enterococcus
faecium SF68

Saccharomyces cerevisiae

Carnobacterium spp

sistemine destek (Burr, vd., 2005:
429)

Yasam oranlarinda artis  ve
bliylimeleri {izerine olumlu etki
(Burr, vd., 2005: 429)

Larvalarinda goriilen o6liimlerde
azalma (Carnevali vd., 2004: 382)

Yasama oraninda artig (Gatesoupe,
1994: 280)

Kalkan  juvenillerine yemle
verildiginde protein sindirimini
gelisme (De Schrijver & Ollivier,
2000: 111).

Bilyime performansinda  artig
(Gatesoupe, 1991: 239).

Edwardsiellosis hastaligindan
kaynaklanan oliimlerde azalma
(Chang ve Lui, 2002: 313 ).

Yemden yararlanma ve agirlik
artist saglama (Burr, vd., 2005:
429)

A.salmonicida, Vibrio ordalii,
Yersinia ruckeri enfeksiyonundan
etkilenen salmonidlerde  6lim
oranlarinda azalma, istahta artis,
ylizgeg ve kuyruk ¢ilirimesinde
azalma (Robertson vd., 2000: 242).
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3. MATERYAL ve METOD
3.1. Cyprinus carpio (Sazan Balig1)’nun Temini

Habitatindan elde edilen 4 adet C. carpio (Sazan Balig1), laboratuvara getirilerek, hassas

terazi ile tartilmis, boy (standart, catal, total) 6lgiimleri alinmaistir.

3.2. Cyprinus carpio (Sazan Bahg)’nun Bagirsak Orneklerinin Eldesi
Taze baliklarin %70’lik alkol ile yiizeyleri steril edilmistir. Baliklar anal bosluktan
makas ile kesilerek bagirsaklar ¢ikarilmistir. Cikarilan bagirsaklar, etiketlenen beherglaslara

koyulmustur.

3.3. Cyprinus carpio (Sazan Bahgi)’dan Probiyotik Bakteri Gruplariin izolasyonu
Cikarilan bagirsaklarin sivilarindan hassas terazi ile 0,5 gram tartilarak icerisinde
parc¢alanmasina yardimci olmasi i¢in cam boncuk bulunan ringer sivisina koyularak 30 dakika
boyunca ritmik hareketlerle sallanmigtir. Daha sonra 60°C ‘ye ayarlanmis su banyosunda 15
dakika bekletilmistir. Su banyosundan alinan &rnekler 500 pl’ e 1 oraninda 104, 10° ve 10%e

kadar ringer iceren tiiplerde seyreltilmistir.

Seyreltilen ornekler mikro pipet ile hazirlanan besiyerlere aktarildiktan sonra ekiivyon
cubuk ile yayma islemi yapilmistir. Ekimler 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.

5.giin Ornekler ¢ikarilarak tremelere bakilmigs ve nutrient ve TYG (C/N)
besiyerlerindeki iiremelerde morfolojik olarak farkli oldugu belirlenen koloniler secilerek, 4’¢
boldiiglimiiz nutrient agar besiyerine steril tahta ¢ubuklar kullanilarak ¢izgi ekim yontemi ile
aktarilmis ve 30 °C de inkiibatore birakilmistir. Morfolojik olarak farkli olan koloniler se¢ilerek
tek cizgi ekimleri yapilmis ve saf olarak elde edilen bakterilerin yogun ekimleri
gergeklestirilmistir. Saf elde edilen izolatlar %25°lik gliserole aktarilarak -20 °C’de stoklanmak

i¢in kaldirilmistir.

3.4. Izole Edilen Bakterilerin Probiyotik Ozelliklerinin Belirlenmesi
3.4.1. Diisiik pH Tolerans Testi

Diisiik pH tolerans testi izolatlarin diisiik pH’a kars1 direng 6zelligi ve mide kosullarinda
hayatta kalma potansiyellerini belirlemek igin yapilmustir. izolatlarin aktiflesme durumlar
MRS broth ve nutrient broth besiyerlerinde test edilmis ve aktiflesme i¢in nutrient broth

besiyerinin daha uygun oldugu goriilmiistiir. Izolatlar nutrient broth besiyerine aktarilarak 37
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°C’de 24 saat aktiflesmesi i¢in calkalamali etiive birakilmistir. 24 saat sonra aktiflesen
izolatlarin 500 Ul 108 CFU/ml hiicre olacak sekilde, hidroklorik asit (HCI) kullanilarak pH’1
2.5 ve 6.5c ayarlanan MRS broth besiyerine, her bir izolat aktarilmistir. inokiile edilen broth
37 °C’de 24 saat calkalayici 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 alinarak uygun agar besiyerini bulmak ig¢in 20 ml besiyeri iceren
petrilerdeki hem MRS agar yiizeyine hem de nutrient agar yiizeyine inokiile edilerek, ekiivyon
cubuk ile yayma islemi yapilmustir. Inokiilasyonu yapilan petriler 37 °C’ de 24 saat inkiibasyona
birakilmistir (Lakra vd., 2020: 3). MRS agar besiyerinde lireme goriilmemistir bu yiizden
besiyeri olarak nutrient agar ile devam edilmistir. inkiibasyon siiresi dolan numunelerin bakteri
poplilasyon miktari, koloni sayim yontemiyle belirlenmistir. Calisma ii¢ tekrarli olarak

yapilmistir.

3.4.2. Safra Toleransi Testi

Safra Toleransi testi izolatlarinin safra tuzu varliginda hayatta kalma yeteneklerinin
belirlenmesi igin yapilmistir. Safra tuzu olarak sodyum taurokolot (C2sH4sNNaO-S) ve safra
tuzu karisimi (%50 kolik asit sodyum tuzu (C24H30NaOs) ve %50 deoksikolik asit sodyum tuzu
(C24H390NaOa) bilesimi) kullanilmastir. 0, %0.1 ve %0.3 (w/v) oranlarinda sodyum taurokolot ve
safra tuzu karisimi hazirlanmistir. 37 °C’de 24 saat g¢alkalamali etiivde inkiibe edilerek
aktiflestirilmistir. 10 ml’ lik MRS broth besiyerileri erlenlere konularak {izerine %0.1 ve %0.3
(w/v) oranlarindaki safra tuzu karisimlarindan Iml alinarak eklenmistir. Daha sonra
aktiflestirilen izolatlardan 10® CFU/ ml hiicre ile inokiile edilerek 37 °C’ye calkalamali etiivde
inkiibasyona birakilmistir. 6 saatlik inkiibasyon siirecinin 2. ve 6. saatlerinde numunelerden 100
ul almarak nutrient agar besiyerine aktarilmis, ekiivyon cubuk ile yayma islemi yapilarak,
gruplar seklinde 24 saatlik inkiibasyona birakilmistir. Koloni sayim yontemi ile canli koloni

say1s1 belirlenmistir (Lakra vd., 2020: 3). Calisma iki tekrarl yapilmistir.

3.4.3. Lizozim Tolerans Testi

[zolatlarin lizozim duyarliligin1 belirlemek i¢in belirli oranlarda (0, 100, 200, 300 pg/ml)
ile hazirlanmis ve hazirlanan ¢ézelti MRS broth besiyerine aktarilmistir. Hazirlanmis lizozim,
10 ml MRS ortamma 1 ml olacak sekilde aktarilmistir. Izolatlar 37 °C’de 24 saat calkalamali
etiivde inkiibe edilerek aktiflestirilmis ve aktiflestirilen izolatlar, 10% CFU/ ml hiicre seklinde
MRS brotha inokiile edilmistir. 24 saat boyunca 37 °C’de ¢alkalamali etiive inkiibasyona
birakilmistir. Inkiibasyon sonrasinda hiicre canliliginin hesaplanmasi i¢in numunelerden 100 ul

almarak nutrient agar besiyerine aktarilmis, ekiivyon ¢ubuk ile yayma islemi yapilmistir. 37
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°C’de 24 saat inkiibasyondan sonra koloni sayimi yapilmistir (Tilwani vd., 2022: 2). Calisma

iki tekrarli gergeklestirilmistir.

3.4.4. Fenol Tolerans Testi

Fenol direncinin testi i¢in, fenol (CsHsOH) (0, %0.25 ve %0.5 w/v) igeren MRS broth
besiyeri kullanilmistir. 10 ml’lik MRS broth besiyerlerinin igerisine hazirlanmis oranlardaki
fenolden 1 ml eklenmistir. Izolatlar, 37°C’de 24 saat calkalamali etiivde inkiibe edilerek
aktiflestirilmis ve bu izolatlar 108 CFU/ ml hiicre seklinde MRS brotha inokiile edilerek 24 saat
calkalamali etiivde 37 °C’de inkiibasyona birakilmistir. 24 saatin sonunda bakteriyel hiicrelerin
biliyiimesi, 600 nm’de spektrofotometrede Olclilmiistiir (Padmavathi vd., 2018: 358). Calisma
ti¢ tekrarl olarak yapilmistir. (Padmavathi vd., 2018: 358)

3.4.5. Oto-agresyon Testi

[zolatlar 37 °C’de 24 saat calkalamali 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 spektrofotometrede Ol¢iimleri yapilarak, kayit

edilmistir. Calisma iki tekrarli olarak gerceklestirilmistir.

Oto-agresyon ylizdesi, 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 (Angmo vd., 2016: 429).

3.4.6. Hiicre Yiizeyi Hidrofobiklik Testi

Bu test ile bir izolatin hidrokarbonlara baglanma kabiliyeti 6l¢ililmiistiir. 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 (CsHsCHs)
ve hekzadekan (CisHs4) ayr1 ayri ilave edilerek vortekslenmistir. Siispansiyon 25 °C’de 30
dakika inkiibe edilmistir. 30 dakika sonunda sulu faz toplanmistir ve 600 nm’de

spektrofotometrede dl¢iimleri yapilmistir. Caligmalar {i¢ tekrarli olarak yapilmistir.

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

(Tilwani vd., 2020: 2).
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3.4.7. Antimikrobiyal Etkinlik Testi

Antimikrobiyal etkinlik, kuyu difiizyon deneyi kullanilarak belirlenecektir. Escherichia
coli ATCC 11229, Bacillus cereus RSKK 863, B. subtilis RSKK 244, Micrococcus luteus NRRL
B-4375, Staphylococcus aureus ATCC 25923 patojen bakterileri kullanilmistir. Patojen
bakteriler, nutrient brotha aktarilmis, M. 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
ayarlanmigtir. Ayni sekilde test izolatlar1 da brotha aktarilarak 24 saat boyunca 37 °C’ye etiiv

cihazina birakilmistir. Aktiflesen izolatlarin OD’leri 0.1°e ayarlanmaistir.

Patojenik test mikroorganizmalarindan 100 pl alinmistir ve nutrient agar ortamlarina
inokiile edilerek steril ekiivyon ile yayma islemi yapilmistir. Kuyucuklar metalik silindirik bir
jel delici kullanilarak (¢ap1 5-7 mm) kat1 agar iizerinde ii¢ kopya halinde acilmustir. izolatlarin
steril hiicre icermeyen siipernatantt 5000 rpm'de 15 dakika santrifiij edilerek, 0,2 um mikro
filtrelerle siiziilmiistiir. izolatlar kuyucuklara yerlestirilmis ve plakalar 24 saat inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon siiresinin sonunda, kuyucuklarin etrafindaki inhibisyon bélgesi degerleri kumpas
ile Ol¢iilmiigtir (Gunyakti & Asan-Ozusaglam, 2019: 262). Calisma {i¢ tekrarli olarak
gerceklestirilmistir.

3.4.8. Antioksidan Aktivite

10° CFU/ml hiicre igeren 0,5 ml izolatin hiicresi, PBS ( pH; 7,0) icinde siispanse
edilmistir. 0,1 mM DPPH'm (CisH12NsOs) (2,2-Difenil-1-pikrilhidrazil) 2 ml taze yapilmis
metanolik ¢ozeltisi ilave edilmistir ve 30 dakika karanlikta birakilmistir. Cozelti inkiibasyondan
sonra santrifiijlenmis ve absorbans 517 nm'de spektrofotometrede Ol¢iim yapilarak degerleri

kaydedilmistir. Caligma iki tekrarl olarak yapilmistir.

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

kullanilmigtir (Devi vd., 2008: 2).

3.5. Giivenlik Degerlendirme Testleri
3.5.1. Antimikrobiyal Duyarhlik Testi

Gece boyunca inkiibe edilen bakteri soliisyonlar1 10° CFU/ml'ye seyreltilmistir ve 100
pl alinarak nutrient agar plakasinin ylizeyine yayilmistir. Antibiyotik diskler plak {izerine uygun
sekilde yerlestirilmistir ve 24 saat 37 °C'de inkiibe edilmistir. Plakalar inkiibasyondan sonra,
izolatlarin antibiyotige duyarliligini gosteren bir inhibisyon bolgesinin goriiniimii agisindan

incelenmistir ve inhibisyon bolgesinin ¢ap1 kumpas ile 6l¢iilmiistiir (Mani vd., 2021: 4707).
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3.5.2. Hemolitik Aktivite

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

gerceklestirilmistir (Kuebutornye vd., 2020: 415).

Tez Calismasinda Kullanilan Besiyerleri ve Cozeltiler

Nutrient Agar
Nutrient Agar 23,049
Distile Saf Su 1000 ml

Ortamin Hazirlamsi: 1000 ml saf su i¢ine 23,04 g nutrient agar hassas terazide
tartilarak eklenir ve berraklasincaya kadar manyetik karistirict 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.

MRS Agar

MRS Agar 66,79

Distile Saf Su 1000 ml

Ortamin Hazirlamsi: 1000 ml saf su i¢ine 66,7 g MRS agar hassas terazide tartilarak
eklenir ve berraklasincaya kadar manyetik karistirici izerine 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.
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TYG Agar

Triptone 39
Glukoz 59
Yeast Extract 59
Agar 159
Distile Saf Su 1000 ml

Ortamin Hazirlamsi: 1000 ml saf su i¢ine gerekli olan kimyasallar hassas terazide
tartilarak eklenir ve berraklasincaya kadar manyetik karistirict iizerine 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 Onceden ¢ikarilip buz akiisiinde
bekletilen nalidixic acid, diger yarisina ise cycloheximide antibiyotikleri eklenir. Petrilere

dokiiliir.

Nutrient Broth

Nutrient Broth 8¢

Saf Su (dH-0) 1000 ml

Ortamin Hazirlamsi: 1000 ml saf su igine 8 gram nutrient broth hassas terazide
tartilarak eklenir. Manyetik karigtirict lizerine birakilir. Daha sonra 1 Atm 121 °C’de 15-20
dakika otoklavlanir. Otoklavdan ¢ikan besiyeri oda sicakliginda bekletildikten sonra +4 °C’ye
kaldirilir.

MRS Broth

MRS Broth 559

Saf Su (dH20) 1000 ml

Ortamin Hazirlamisi: 1000 ml saf su igine 55 gram MRS broth hassas terazide
tartilarak eklenir. Manyetik karigtirict tizerine birakilir. Daha sonra 1 Atm 121 °C’de 15-20
dakika otoklavlanir. Otoklavdan ¢ikan besiyeri oda sicakliginda bekletildikten sonra +4 °C’ye
kaldirilir.
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%25’lik Gliserol

Gliserol 25 ml

Distile Saf Su 75 ml

Ortamin Hazirlamisi: 75 ml’lik saf suya meziir ile olgiilerek 25 ml’lik gliserol ilave
edilir. Mikropipet ile 1.5 ml alinarak cryo tiiplere aktarilan gliserol ¢ozeltisi otoklavlanarak

hazir hale getirilir.

Safra Tuzu Karisimi

%3’liik
Sodyum Taurokolat 29
Safra Tuzu 19
Distile Saf Su 100 ml
%1’lik
Sodyum Taurokolat 059
Safra Tuzu 05¢
DDH,0 100 ml

Ortamin Hazirlamisi: Sodyum taurokolat ve safra tuzu gerekli 6l¢iilerde hassas terazi
ile tartilarak, DDH>O’ya aktarildi. Manyetik karistiric1 yardimu ile karigtirilarak kullanima hazir
hale getirildi.

Lizozim (50 mg/ml)

Lizozim (Sigma) 500 mg

TE tamponu (10 mM Tris, 1 mM
EDTA, pH 8)

10 ml

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



Fenol (%0.25)

Fenol 0.625 ml
DDH>0 250 ml
Fenol (%0.50)
Fenol 1.250 ml
DDH-,0 250 ml

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

stvi forma getirilerek 250 ml DDH>O igerisine aktarilir ve kullanima hazir hale getirilir.

DPPH (0.1 mM)

DPPH 1,9716 mg

Metanol 50 ml

Ortamin Hazirlamisi: Gerekli olgekteki DPPH, hassas terazi ile Olgiilerek ¢oziicii

olarak kullanilan metanole aktarildi. Coziinene kadar karistirilarak hazir hale getirildi.

TE Tamponu
0,5M EDTA, pH 8 (Merck) 2 ml
IM Tris, pH 8 10 ml
DDH,O 1000 ml

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

sicakliginda kullanima kadar saklandi.
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4. BULGULAR
4.1. Cyprinus carpio (Sazan Bahg1)’nun Temini

Habitatindan elde edilen 4 adet C. carpio (Sazan Balig1), laboratuvara getirilerek, hassas

terazi ile tartilmisg, boy (standart, catal, total) dl¢iimleri alinmastir.

———

2 5 = |

Sekil 4.1. C. carpio 1 (C1), C. carpio 2 (C2), C. carpio 3 (C3) ve C. carpio 4 (C4)
fotograflari

Tablo 4.1. C. carpio (sazan balig1) bilgileri

Boy Olciimleri (cm)
Bahk Cinsiyet Agirhik (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 Fertil 164 18,1 20,3 22,5
olmayan
(Ergin
olmayan)

4.2. Cyprinus carpio (Sazan Bahgi)’nun Bagirsak Orneklerinin Eldesi
Taze baliklarin solungaglarindan tutularak %70’lik alkol ile yiizeyleri steril edilmistir.

Balik anal bosluktan makas ile kesilmis ve bagirsaklar ¢ikarilarak, beherglaslara koyulmustur.




Sekil 4.3. Anal bosluktan girilerek bagirsaklarin ¢gikarilmasi

4.3. Cyprinus carpio (Sazan Baligr)’dan Probiyotik Bakteri Gruplarinn izolasyonu

Cikarilan bagirsaklarin sivilarindan hassas terazi ile 0,5 gram tartilip ringer sivisina
koyularak 30 dakika boyunca ritmik hareketlerle sallanmigstir. Daha sonra 60 °C‘e ayarlanan su
banyosunda 15 dakika bekletilmistir. Su banyosundan alman 6rnekler 500 ul’e 1 oraninda 10%,
10° ve 10%‘e kadar ringer igeren tiiplerde seyreltilmistir. Seyreltilen drnekler mikro pipet ile
hazirlanan besiyerlere aktarildiktan sonra ekiivyon ¢ubuk ile yayilma islemi yapilmistir. Ekim
yapilan nutrient agar ve TYG(C) ve TYG (N) besiyerleri 30 °C’ye MRS besiyeri ise 24 °C’e
inkiibatore kaldirilmistir. 30.07.2023 tarihinde inkiibasyona birakilan ornekler ¢ok yogun
iiredigi i¢in 01.08.2023 tarihinde tekrar seyreltilerek ekilmis ve inkiibatdre birakilmistir.
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Sekil 4.4. Orneklerin 500 pl’e 1 oraninda 10*, 10° ve 10°‘e kadar ringer igeren tiiplerde
seyreltilmesi

Sekil 4.5. C. carpio 1. baligm (C1) nutrient ve TYG agar (C/N) besiyerlerinde 10° diliisyon
yayma plaka ekimleri

Sekil 4.6. C. carpio 1. baligin (C1) nutrient ve TYG agar (C/N) besiyerlerinde seyreltilmis
10° diliisyon yayma plaka ekimleri

5. giin, 6rnekler ¢ikarilarak tiremelere bakildi. Morfolojik olarak farkli oldugu belirlenen

4 koloni segilerek, 4’e boldiiglimiiz nutrient agar besiyerine steril tahta ¢gubuklar kullanilarak

¢izgi ekim yontemi ile aktarilmig ve 30 °C’de inkiibatore birakilmistir.



Sekil 4.7. C. carpio 1. baligin (C1) nutrient ve TYG agar (C/N) besiyerlerinden nutrient agara
cizgi ekim

Cizgi ekimlerinde iireyen bakterilerin saf olup olmadigindan emin olmak i¢in nutrient

agar besiyerleri ikiye boliinerek , morfolojik olarak farkli olan, koloniler se¢ilmis ve steril tahta

cubuklar kullanilarak tek koloni kiiltiir ekimi yapilmistir.
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Sekil 4.8. C. carpio 1. baligin tekrar1 (C1:) nutrient ve TYG agar (C/N) besiyerlerinden
nutrient agara tek koloni kiiltiir ekimi

Yapilan kiiltiir ekiminden tek diisen koloniler steril tahta ¢ubuk ile alinarak nutrient

agara yogun ekimleri yapilmistir.
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Sekil 4.9. 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 stoklanarak
kaldirilmastir.

Sekil 4.10. %25’lik gliserole stoklanan izolatlar

4.4. zole Edilen Bakterilerin Probiyotik Ozelliklerinin Belirlenmesi
4.4.1. Diisiik pH Tolerans Testi

Izolatlarin pH toleranslarini belirlemek amaciyla, pH 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 sonras1 2, 12

ve 24. saatlerde koloni sayimlar1 yapilmistir. Koloni sayim sonuglar1 Tablo 4.2°de verilmistir.
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Tablo 4.2. Diisiik pH toleransinda canli koloni sayimlari

Diisiik pH Toleransi

pH: 2.5 pH:6.5
izolat 2 Saat 12 Saat 24 Saat 2 Saat 12 Saat 24 Saat
No:
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
C2-4 - - - - - -
C3-1 - - - - - -
C3-2 - - - - - -
C3-3 - - - Yogun U. Yogun U. Yogun U.
C34 - - - 668 11 -
C4-1 - - - - - -
C4-2 - - - 140 57 -
C4-3 - - - 23 11 -
C4-4 - 31 40 71 108 345

Tablo 4.2°de de goriildiigi lizere pH 2.5’da lireme genellikle goriilmezken, C1-4’te
sayilamayacak yogunlukta {ireme goriilmiistiir. C1-1’de 1sinin ve zamanin da etkisiyle koloni
sayilar1 azalirken (pH 2.5°da 2. Saatte 83 koloni, 12. Saatte 54 koloni, 24. Saatte 22 koloni),
C4-4’te ise 1s1 ve zaman olumlu yonde etkileyerek gittikce koloni sayilarinda artig
gbzlemlenmistir. pH 6.5’te koloni yogunlugu daha fazladir, fakat C1-1° de daha diisiik
toleransta lireme gosterirken 6.5°te lireme gostermemistir. C3-3 izolatinin pH 2.5’in de iireme
gorliilmemisken 6.5’te yogun lireme goriilmiistiir. Hem pH 2.5’te hem de pH 6.5’te en yogun

iireme C1-4 izolatinda goriilmiistiir.
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Sekil 4.11. Ph:2.5 ve pH:6.5’te lireme gosteren ve gostermeyen izolat drnekleri

a. C3-1 izolat 6rnegi pH:2.5 ‘lik ortamda lireme gostermemistir.
b. C3-1 izolat 6rnegi pH:6.5’lik ortamda iireme gostermistir.

c. Cl-4izolat 6rnegi pH:2.5’ da iireme gostermistir.

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

4.4.2. Safra Tolerans Testi
Aktiflestirilen izolatlar, kontrol i¢in stres ortami1 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 4.3; Sekil 4.12.).
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Tablo 4.3. Safra toleransi koloni sayimlar1

Safra Toleransi

2.SAAT 6.SAAT

izolat
No: 0 0.1 0.3 0 0.1 0.3
C1-1 Yogun iireme  Yogun iireme  Yogun lireme  Yogun Ureme Yogun iireme  Yogun lireme
C1-2 Yogun iireme  Yogun iireme Yogun iireme Yogun iireme Yogun iireme  Yogun lireme
C1-3 Yogun iireme  Yogun lireme  Yogun lireme  Yogun lireme  Yogun iireme  Yogun iireme
C1-4 Yogun iireme  Yogun iireme Yogun ireme Yogun iireme Yogun iireme  Yogun lireme
C2-1 Yogun iireme  Yogun lireme  Yogun lireme  Yogun lireme  Yogun iireme  Yogun lireme
C2-2 Yogun - - Yogun iireme  Yogun iireme  Yogun iireme

Ureme
C2-3 295 185 180 127 105 103
C24 354 296 Yogun tireme  Yogun tireme  Yogun lireme 441
C3-1 Yogun iireme  Yogun lireme  Yogun lireme  Yogun lireme  Yogun iireme  Yogun ilireme
C3-2 Yogun iireme  Yogun iireme Yogun lireme  Yogun {ireme  Yogun iireme  Yogun iireme
C3-3 Yogun iireme  Yogun lireme Yogun lireme  Yogun lireme  Yogun iireme  Yogun iireme
C3-4 1234 1200 854 514 480 347
C4-1 Yogun iireme - - Yogun iireme - -
C4-2 Yogun iireme  Yogun iireme Yogun iireme Yogun iireme  Yogun iireme  Yogun lireme
C4-3 Yogun iireme  Yogun lireme  Yogun lireme  Yogun lireme  Yogun iireme  Yogun lireme
C4-4 Yogun iireme  Yogun iireme Yogun iireme Yogun iireme Yogun iireme  Yogun lireme

Yogun iireme gosteren izolatlar, safra tuzlarina karsi oldukca direngli oldugunu ve bu
kosullar altinda etkili bir sekilde gogalabildiklerini gostermektedir. C1 ve C3 izolatlarinin biitiin
serileri tim kosullarda ve saatlerde yogun iireme gostererek safra tuzuna karsi oldukga direngli
oldugunu ve biiyiimelerinin bu kosullardan etkilenmedigini belirlenmistir. C2-3"in 2.saatteki, 0

safra tuzu konsantrasyonundaki biliylime oranm1 295 iken 6. saatteki 0.3 safra tuzu
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konsantrasyonunda bu oran 103'e diismiistiir. Bu, C2-3'iin safra tuzuna kars1 direncinin sinirh

oldugunu gostermektedir.
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a.

Sekil 4.12. Yogun lireme ve sinirli direng gosteren izolatlarin koloni iireme 6rnekleri

C1-4 izolat 6rneginin, safra tuzu sirasi ile 0, 0.1 ve 0.3 oranindaki ortamlarda inokiile
edildikten 2 saat sonraki lireme goriintiileri, yogun lireme goriilmiistiir.

C1-4 izolat 6rneginin, safra tuzu sirast ile 0, 0.1 ve 0.3 oranindaki ortamlarda inokiile
edildikten 6 saat sonraki lireme goriintiileri, yogun lireme goriilmiistir.

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

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 arttik¢a canli koloni

sayist azalmstir.

4.4.3. Lizozim Tolerans Testi

Aktiflestirilen izolatlar, kontrol i¢in stres ortami olusturulmayan MRS brotha ve 100,

200, 300 pg/ml konsantrasyonunda hazirlanan lizozim ortamina aktarilarak 24 saat inkiibasyon

sonras1 nutrient agara inokiile edilmis ve 24 saatlik inkiibasyon sonrasi koloni sayimlari

yapilmigtir (Tablo 4.4). Lizozim, bakteri hiicre duvarlarini pargalayarak antibakteriyel etki

gosteren bir enzimdir.
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Tablo 4.4. Lizozim toleransi koloni sayimi

Lizozim Toleransi

izolat
No:

100

200

300

C1-1
C1-2
C1-3
C14
C21
C2-2
C2-3
C2-4
C3-1
C3-2
C3-3
C3-4
C4-1
C4-2
C4-3

312
Yogun Ureme
533

Yogun Ureme

Yogun Ureme
Yogun Ureme
Yogun Ureme

Yogun Ureme

Yogun Ureme
Yogun Ureme
Yogun Ureme

Yogun Ureme

Yogun Ureme
Yogun Ureme
Yogun Ureme

Yogun Ureme

C4-4 -

C1-1, 0 lizozim konsantrasyonunda biiyiime orani 276 olarak belirlenmis, ancak lizozim
konsantrasyonu arttiginda biiyiime gozlemlenmemistir. Bu, C1-1 susunun lizozime kars1
duyarli oldugunu gostermistir. C1-1 disindaki CI1 serileri higbir konsantrasyonda iireme
goriilmemistir. C2-4, 0 lizozim konsantrasyonunda biiylime orant 108 iken, lizozim
konsantrasyonu arttikca billylime oran1 azalmis ve 300 konsantrasyonunda 3 olarak
belirlenmistir. Bu sonug, C2-4 susunun lizozime karst orta diizeyde direng¢li oldugunu
gostermektedir. C2 serisinin diger Ornekleri lireme gostermemistir. C3-3, C3-4 ve C4-1
izolatlarinda lizozim konsantrasyonu arttifinda iireme yogunlugunun arttig1 goriilmiistiir, bu

izolatlar lizozime kars1 tolerans gosterdigi belirlenmistir (Sekil 4.13.).
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Sekil 4.13. Lizozim tolerans1 6rnek gorseller

a. C2-1 izolat, sirasiyla 0, 100, 200, 300 pg/ml konsantrasyonundaki lizozim 6rneklerinde
ireme goriilmemistir.
b. C3-3 izolat, sirastyla 0, 100, 200, 300 pg/ml konsantrasyonundaki lizozim 6rneklerinde

yogun lireme gorilmiistiir.

4.4.4. Fenol Tolerans Testi

Aktiflestirilen izolatlar, kontrol icin MRS brotha ve konsantrasyon orani %0.25 ve
%0.50’ye ayarlanmis fenol karistinlmis MRS brotha aktarilarak 24 saat inkiibasyona
birakilmistir. 24 saat sonunda bakteriyel hiicrelerin biiyiimesi, spektrofotometrede 600 nm’de

olctilmiistiir. Olciim sonuclari Tablo 4.5’ te verilmistir.

Tablo 4.5. Fenol toleransi spektrofotometre sonuglari

FENOL TOLERANSI
Izolat No: 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
C1-4 0,366 0,375 0,387
C2-1 0.103 0,107 0,129
C2-2 0,267 0,287 0,320
C2-3 0,303 0,335 0,370
C24 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
C3-4 0,135 0,103 0,140
C4-1 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
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Baz1 izolatlarin fenol oranlar arttik¢a biiyiime oranlari artmistir. Bu 6rneklerin fenole
direncli oldugu belirlenmistir. C1-1 izolatinin spektro 6l¢timleri sirayla kontrol grubunda 0,265,
%0.25 konsantrasyonda 0,294, 9%0.50 konsantrasyonda 0,342 ve C1-4 izolat1 ise sirayla kontrol
grubunda 0,366, %0.25 konsantrasyonda 0,375, %0.50 konsantrasyonda 0,387 degerlerini
gostermistir, fenol konsantrasyonu arttik¢a 6lglim oranlarinin arttigi belirlenmis ve bu durum
izolatin fenole kars direngli oldugunu gostermistir. C1-2 izolat1, fenol konsantrasyonuna karsi
nispeten sabit kalarak (kontrol: 0.156, %0.25: 0.146, %0.50: 0.155) kararlhilik gosterirken, C1-
3 izolat1 (kontrol: 0.054, %0.25: 0.044, 9%0.50: 0.041) ise fenole kars1 konsantrasyon artisi ile
iremesi azalarak duyarlilik gosterdigi tespit edilmistir. C2-2 (kontrol: 0.267, %0.25: 0.287,
%0.50: 0.320) ve C2-3 (kontrol: 0.303, %0.25: 0.335, %0.50: 0.370), Ornekleri fenol
konsantrasyonu arttik¢a spektrofotometre degerleri artmis ve bu durum suslarin fenole karsi
direngli oldugunu gostermistir. C2-4 (kontrol: 0.058, %0.25: 0.052, %0.50: 0.048), izolat1 ise
fenol konsantrasyonu arttik¢a spektrofotometre 6lgiim degeri azalmig ve bu da fenole karsi
duyarli oldugunu gostermistir. C3-4(kontrol: 0.135, %0.25: 0.103, %0.50: 0.140), izolatt
kararsiz bir lireme gostermistir. Bu, C3-4 6rneginin fenol konsantrasyonlarina karsi diizensiz
bir tepki verdigini ifade etmektedir. C4-1 (kontrol: 0.248, %0.25: 0.224, %0.50: 0.221) ve C4-
4 (kontrol: 0.313, %0.25: 0.285, %0.50: 0.274) izolatlarinda konsantrasyon arttik¢a {ireme
azalmistir, bu durum izolatlarin fenole kars1 duyarli oldugunu gostermistir. C4-3 izolatinin

degerleri hafif artarak fenole orta diizeyde direng gosterdigi belirlenmistir.

4.4.5. Oto-agresyon Testi

Aktiflestirilen izolatlarin OD’leri fosfat tamponlu salin (PBS, pH: 7.2) ile 0.5%e
ayarlanmistir. Oda sicakliginda (25 °C) 6 saat inkiibe edilmis ve inkiibasyon sonrasinda iist
katmandaki siispansiyon 1 (7. saat), 2 (8. saat), 4 (10. saat) ve 6. (12. saat) saatlerde alinarak,

spektrofotometrede 600 nm’de dl¢limleri yapilmigtir.

Oto-agresyon yiizdesi, formiil 1- (Adt/A0) x 100 kullanilarak hesaplanmistir. Burada;
Adt, tamimlanmis zaman araliklarindaki (1, 2, 4 ve 6 saat) absorbanst ve AO ise 0 saat
zamanindaki okumaya karsilik gelmektedir. Olgiim sonuglarina gore yapilan hesaplamalar

Tablo 4.6’da verilmistir.
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Tablo 4.6. Oto-agresyon testi formiil sonuglari

OTO-AGRESYON TESTI

izolat No: A0 (Kontrol) 1.Saat 2.Saat 4.Saat 6.Saat
C1-1 0.048 50.00 50.00 40.62 39.58
C1-2 0.328 115.85 104.88 102.44 105.79
C1-3 0.158 13.92 -0.63 -5.70 -1.27
C1-4 0.135 100.74 101.48 98.52 108.89
C2-1 0.423 -80.09 105.92 105.67 105.43
C2-2 0.626 -4.1 -19.1 -28.3 -41.7
C2-3 0.064 107.81 161.25 167.19 159.38
C2-4 0.141 133.69 -70.92 -22.70 -22.70
C3-1 0.243 -11.93 -46.91 -76.13 -78.40
C3-2 -0.008 -61.5 18.5 -49 -149
C3-3 0.223 137.67 -62.78 -55.15 -45.74
C3-4 0.133 -68.03 -57.80 -56.60 -42.06
C4-1 -0.153 158.17 155.88 159.48 162.75
C4-2 0.100 106.0 67.00 15.00 65.00
C4-3 0.425 -71.76 -70.59 -70.59 -71.76
C4-4 0.152 7.24 0.00 4.61 5.92

Tablo 4.6’ da oto-agresyon test sonuglarina gore, pozitif yiizdelik degerler, probiyotik
suglarinin  belirli bir zaman diliminde oto-agresyon yeteneginin yiiksek oldugunu
gostermektedir. Negatif yiizdelik degerler, orneklerin oto-agresyon yeteneginin diisiik
oldugunu veya olumsuz etkiledigini ifade etmektedir. Zamanla degisen degerler ise izolatlarin

oto-agresyon yeteneklerinin zamanla degistigini gostermektedir.

C1-1 izolat1 0, 1, 2, 4 ve 6. saatlerde zamanla baglanma yeteneginde sirasiyla 0.048,
50.00, 50.00, 40.62 ve 39.58 olarak azalma gosterdigi belirlenmistir. C1-2 izolat1 0, 1, 2, 4 ve
6. saatlerde zamanla baglanma yeteneginde sirasiyla 0.328, 115.85, 104.88, 102.44, 105.79
olarak gii¢lii ve kararli bir oto-agresyon yetenegine sahiptir. C1-3 izolat1 0, 1, 2, 4 ve 6. saatlerde

zamanla baglanma yeteneginde sirasiyla 0.158, 13.92, -0.63, -5.70, -1.17 olarak, basta da zayif
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bir yapigsma yetenegine sahiptir ve zamanla bu yetenegin daha da azalmalar goriilmiistiir. C1-4
izolat1 0, 1, 2, 4 ve 6. saatlerde zamanla baglanma yeteneginde sirasiyla 0.135, 100.74, 101.48,
98.52, 108.89 olarak siirekli yiiksek oto-agresyon degerleri gostermistir. C2-1, 0, 1, 2, 4 ve 6.
saatlerde zamanla baglanma yeteneginde sirasiyla, 0.423, -80.09, 105.92, 105.67, 105.43 olarak
negatiften pozitife giden degerler ile oto-agresyon yeteneginde zamanla artis oldugu
belirlenmistir. C2-2, 0, 1, 2, 4 ve 6. saatlerde zamanla baglanma yeteneginde sirasiyla 0.626, -
4.1, -19.1, -28.3, -41.7 olarak stirekli negatif degerler gdstermistir, bu durum C2-2 izolatinin
zay1f oto-agresyon yetenegine sahip oldugunu géstermektedir.C2-3, 0, 1, 2, 4 ve 6. saatlerde
zamanla baglanma yeteneginde sirasiyla 0.064, 107.81, 161.25, 167.19, 159.38dir, siirekli
yiiksek degerler gostererek giiclii ve artan bir oto-agresyon yetenegine sahip oldugu
belirlenmistir. C2-4, baslangicta yliksek degerler verse de sonra negatif degerlere diigmiistiir.
Bu, C2-4 izolatinin 0, 1, 2, 4 ve 6. saatlerde zamanla baglanma yeteneginde sirasiyla 0.141,
133.69, -70.92, -22.70, -22.70 olarak hesaplanmistir, baslangicta iyi bir yapisma yetenegi
oldugunu ancak zamanla bu yetenegin kayboldugunu gostermektedir. C3-1, 0 1, 2, 4 ve 6.
saatlerde zamanla baglanma yeteneginde sirasiyla 0.243, -11.93, -46.91, -76.13, -78.40 olarak
hesaplanmistir, izolatinin zayif oto-agresyon yetenegine sahip oldugu tespit edilmigtir. C3-2
ornegi 0, 1, 2, 4 ve 6. saatlerde zamanla baglanma yeteneginde sirastyla -0.008, -61.5, 18.5, -
49, -149’dir.Genellikle negatif degerler géstermistir. C3-3, 0, 1, 2, 4 ve 6. saatlerde zamanla
baglanma yeteneginde sirastyla 0.223, 137.67, -62.78, -55.15, -45.74 olarak hesaplanmustir.
Baslangigta yiiksek, ancak sonra negatif degerler gostermistir. Bu, C3-3 susunun baslangicta
giiclii bir yapisma yetenegi oldugunu ancak zamanla bu yetenegin kayboldugunu ifade
etmektedir. C3-4, 0, 1, 2, 4 ve 6. saatlerde zamanla baglanma yeteneginde sirasiyla 0.133, -
68.03, -57.80, -56.60, -42.06 olarak, siirekli negatif degerler vermistir ve bu durum, C3-4
susunun zayif oto-agresyon yetenegine sahip oldugunu gdosterir. C4-1 izolat1 0, 1, 2, 4 ve 6.
saatlerde zamanla baglanma yeteneginde sirasiyla-0.153, 158.17, 155.88, 159.48, 162.75"dir.
Zamansal artisin her basamaginda yiiksek ve artan oto-agresyon degerleri gdstermis ve bu
ozelligi ile gii¢lii ve artan bir oto-agresyon yetenegine sahip oldugu belirlenmistir. C4-2 6rnegi,
0, 1, 2, 4 ve 6. saatlerde zamanla baglanma yeteneginde sirastyla 0.100, 106.0, 67.00, 15.00,
65.00 seklindedir. Bu veriler baslangigta yiiksek, ancak sonra dalgalanan degerler gostermistir.
C4-3,0, 1, 2, 4 ve 6. saatlerde zamanla baglanma yeteneginde sirasiyla 0.425, -71.76, -70.59, -
70.59, -71.76 seklinde, negatif degerler vererek zayif oto-agresyon yetenegine sahip oldugunu
tespit edilmistir. C4-4 degeri 0, 1, 2, 4 ve 6. saatlerde zamanla baglanma yeteneginde sirasiyla
0.152, 7.24, 0.00, 4.61, 5.92 olarak genellikle pozitiftir. Bu orta diizeyde bir oto-agresyon

yetenegine sahip oldugunu gdstermektedir.
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4.4.9. Hiicre Yiizeyi Hidrofobiklik Testi

Bu test ile mikroorganizmalarin hidrokarbonlara baglanma kabiliyeti 6l¢iilmiistiir. 37
°C’de 24 saat calkalamali etiivde inkiibe edilerek aktiflestirilen izolatlar, PBS (pH: 7.2)
kullanilarak spektrofotometrede 600 nm’de OD’si 0.5’e¢ ayarlanmigtir. 1.5 ml hiicre
slispansiyonuna esit miktarda toluen ve hekzadekan ayr1 ayr ilave edilerek vortekslenmistir.
Siispansiyon 25 °C’de 30 dakika inkiibe edilmistir. 30 dakika sonunda sulu faz toplanmistir ve

600 nm’de dl¢timleri yapilmistir. Caligmalar iki tekrarli yapilmistir.

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

Elde edilen sonuglar Tablo 4.7 *de verilmistir.

Hiicre hidrofobikligi, hiicrelerin su itici 0Ozelliklerini ve ylizeylere yapisma
kabiliyetlerini degerlendirmek i¢in kullanilir. Hiicrelerin hidrofobiklik oraninin pozitif olmasi,
hiicrelerin su itici (hidrofobik) 6zelliklerinin yiliksek oldugunu, negatif degerler ise hiicrelerin

suyu ¢ekici (hidrofilik) 6zelliklerinin yiiksek oldugunu gostermektedir.

Tablo 4.7. Hiicre yiizeyi hidrofobiklik yiizdeleri

Hiicre Hidrofobiklik Testi (%)

Izolat No: (%) A0 A
C1-1 %10 1,181 1,267
C1-2 %83 1,365 0,730
C1-3 %175 0.948 -0.769
C1-4 %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 (%175), C1-4 (%88), C2-1 (%90), C2-3 (%94), C2-4 (%91), C3-4 (%100), C4-2
(%212), C4-4 (%213), izolatlar1 yliksek hidrofobiklik 6zelligi gostermektedirler. Bu izolatlarin
ylizeylere yapisma 6zellikleri yliksektir. Diisiik hidrofobiklik 6zelligi gésteren izolatlar ise C1-
1 (%10), C2-2 (%44), C3-1 (%53), C4-1 (%56) izolatlaridir. Bu izolatlarin yiizeylere yapisma
kabiliyeti diger izolatlara gore daha diisiiktiir. C3-2 (%-124), C3-3 (%-55), C4-3 (%36)
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izolatlar1 hidrofilik 6zellik gosterirler, bu yilizden su c¢ekici o6zellikleri yiiksek, ylizeylere
yapisma kabiliyetleri ise diisiik olabilecegini ifade etmektedir (Sekil 4.14.).

Sekil 4.14. C2-2 ve C4-2 izolatlarinin vortekslendikten ve yarim saatlik inkiibasyonundan
sonrasindaki goriintiileri

4.4.10. Antimikrobiyal Etkinlik Testi

[zolatlarin  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 agilan kuyucuklara izolatlarin steril hiicre
icermeyen siipernatanti eklenmistir. 24 saat inkiibasyon siiresinin sonunda, kuyucuklarin

etrafindaki acikliklarin degerleri kumpas ile dl¢iilmiistiir. (Tablo 4.8)
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Tablo 4.8. Antimikrobiyal etki zon acikliklar

ANTIMIKROBIYAL ETKINLIiK (mm)

izolat No: Escherichia Bacillus cereus Bacillus Micrococcus  Staphylococcus
coli ATCC RSKK 863 subtilis RSKK  luteus NRRL aureus ATCC
11229 244 B-4375 25923
C1-1 - - - 10,33 -
C1-2 - - - 13,3 -
C1-3 - - - 16,6 -
Cl1-4 - - - 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 izolatlarinin higbiri, Escherichia coli ATCC 11229 ve Bacillus cereus RSKK 863,
patojenlerine kars1 antimikrobiyal etkinlik gostermemistir. C2-2 (11 mm) ve C4-4 (14 mm)
suslar1 Bacillus subtilis RSKK 244 patojenine karsi etkinlik gostermistir. C2-1 susu,
Staphylococcus aureus ATCC 25923 patojenine karst (11 mm) antimikrobiyal etkinlik
gdstermistir. Izolatlar, C1-1 (10,33 mm), C1-2 (13,3 mm), C1-3 (16,6 mm), C1-4 (14 mm), C2-
1 (7 mm), C2-2 (6,3 mm), C2-3 (10 mm), C2-4 (6 mm), C3-1 (8 mm), C3-2 (9 mm), C3-3 (8,7
mm), C3-4 (10,7 mm), C4-1 (7 mm), C4-2 ( 8,3 mm), C4-3 (10, 7 mm) ve C4-4 (11 mm)
seklinde Micrococcus luteus NRRL B-4375 patojenine kargi antimikrobiyal etkinlik

gostermistir. C4-4 izolati, genis spektrumlu bir antimikrobiyal aktivite sergilemistir.
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Sekil 4.16. C1 serisinin gorsel drnekleri

4.4.11. Antioksidan Aktivite

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

degerleri kaydedilmistir.

DPPH aktivitesi (%) = [1-(Asmek - Aksrve) / Ak ] x 100 formiilii kullanilarak
hesaplanmistir. Burada Akse: PBS ve Ax: PBS + DPPH’ dir. Elde edilen degerler Tablo 4.9°de

verilmistir.

Antioksidan etkinlik, serbest radikalleri notralize etme kapasitesini ifade eder ve daha

yiiksek yiizdeler, daha yiiksek antioksidan kapasiteyi gosterir.
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Tablo 4.9. izolatlarm antioksidan % sonuglari

izolat Antioksidan Spektro Sonuglar: (%)
No:

C1-1 0.134 70,33
C1-2 0.107 76,79
C1-3 0.088 81,33
C1-4 0.147 67,22
C2-1 0.127 72,00
C2-2 0.134 70,33
C2-3 0.107 76,79
C2-4 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

Cl1 serisi izolatlarin genel olarak iyi bir antioksidan etkinlik gosterdigi belirlenmistir.
C1-3 izolat1 %81.33 ile en yiiksek antioksidan etkinlige sahiptir. C2 serisinde, C2-4 izolati
%98.08 ile en yiiksek antioksidan etkinlige sahiptir, bu da diger izolatlar arasinda da belirgin
derecede yliksek 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 izolat1 %92.58 ile en yiiksek antioksidan etkinlige sahip oldugu belirlenmistir. Her seride

genel olarak iyi bir antioksidan etkinlik gosteren izolatlarin oldugu tespit edilmistir.
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Sekil 4.17. izolatlarin antioksidan deneyinde spektrofotometre dlgiimii dncesi goriintiileri

4.5. Giivenlik Degerlendirme Testleri
4.5.1. Antimikrobiyal Duyarhlik Testi

Gece boyunca inkiibe edilen bakteri soliisyonlar: 10° CFU/ml'ye seyreltilmis ve 100 pl
alinarak nutrient agar plakasinin yiizeyine yayilmistir. Antibiyotik diskler plak iizerine uygun
sekilde yerlestirilmis ve 24 saat 37 °C'de inkiibe edilmistir. Plakalar inkiibasyondan sonra,
izolatlarin antibiyotige duyarliligin1 gosteren bir inhibisyon bolgesinin goriiniimii agisindan
incelenmis ve inhibisyon bdlgesinin c¢apt kumpas ile Olgiilmiistiir. Antibiyotik olarak,
Ampicillin (AM2), Bacitracin (B94), Carbenicillin (CAR100), Chloramphenicol (C30),
Erytramycin (E15), Neomycin (N30), Streptomycin (S10), Ofloxacin (OFXS5) ve Ofloxacin
(OFX10) kullanilmistir. Diskler iizerine konulan antibiyotiklerin etrafinda olusan bolge,

mikroorganizmanin o antibiyotige karst duyarliligin1 géstermektedir.
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Tablo 4.10. izolatlarm antimikrobiyal duyarlilik testi zon ¢aplar

ANTIMIKROBIYAL DUYARLILIK TESTIi (mm)

izolat Ampicillin Bacitracin Carbenicillin Chloramphenicol Eritromycin Neomycin  Streptomycin Ofloxacin Ofloxacin

No:  (AM2) (B94) (CAR100)  (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
Cl14 - - - - 17 11 9 25 27
C21 - - - - - 5 12 25 23
C2-2 - - - - - 5 13 23 28
C2-3 - - - - - 12 14 22 23
C2-4 - - - - 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¢gbir
izolata kars1t aktivite goOstermemistir. Bu, test edilen bakteriyel suslarin hepsinin bu
antibiyotiklere kars1 direngli oldugu anlamina gelmektedir. 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 gostermektedir. Eritromycin
(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 gostermedigi belirlenmistir. Bu, ¢cogu izolatin bu
antibiyotige direngli oldugunu, ancak bazi izolatlarin hassas olabilecegini gostermektedir.
Neomycin (N30) antibiyotigi, izolatlar iizerinde degisen inhibisyon zonlar1 olusturdugu tespit
edilmistir (5 mm ile 16 mm arasinda). Streptomycin (S10) antibiyotigi ise, cogu izolat lizerinde
etkinlik gostermis ve 9 mm ile 17 mm arasinda inhibisyon zonlar1 Slgiilmiistiir. Ofloxacin

(OFX5 ve OFXI10), i¢in iki farkli konsantrasyon kullanilmis ve tiim izolatlar her iki
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konsantrasyonda da inhibe olarak genis inhibisyon zonlar1 elde edilmistir (20 mm ile 30 mm
arasinda). Bu sonug, test edilen bakteriyel suslarin bu antibiyotige karsi genel olarak hassas

oldugunu gostermektedir.

Sekil 4.18. C3-1 ve C4-4 izolatlariin disk diflizyon yontemi ile antimikrobiyal duyarlilik test
sonuglari

4.5.2. Hemolitik Aktivite

Izolatlar, RBC hiicreleri iizerinde hemoliz testine tabi tutulmustur. izolatlar, %5 (a/h)
koyun kani igeren defibrine edilmis kanli agar plakasina siirme yontemiyle ekim yapilmigtir.
Plakalar, 37 °C'de 48 saatlik inkiibasyonun ardindan kolonileri ¢evreleyen belirgin bir hidroliz
bolgesinin gelisimi agisindan incelenmistir (Tablo 4.11). 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 etmektedir. B-hemoliz, kirmizi
kan hiicrelerinin tamamen yikilmasi anlamina gelirken, a-hemolizde kismi yikimi ifade

etmektedir.
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Tablo 4.11. Hemolitik aktivite sonuglar1

izolat No: HEMOLITIK AKTIVITE

C1-1 B-hemolitik
C1-2 B-hemolitik
C1-3 B-hemolitik
C1-4 B-hemolitik
C21 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 izolat1 disindaki tiim izolatlarin B-hemolitik aktivite gdsterirken, C4-1 izolatinin,
a-hemolitik aktiviteye sahip oldugu belirlenmistir. Bu, C4-1 izolatinin digerlerinden farkl bir
ozellik gosterdigini ve kirmizi kan hiicrelerini kismen yikma yetenegine sahip oldugunu ifade

etmektedirler.



Sekil 4.19. Hemolitik aktivite sonuglari
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5. TARTISMA ve SONUC

Glinlimiizde, diinyadaki hizli niifus artisina paralel olarak artan besin ihtiyacina en
onemli alternatiflerden biri su iriinleridir. Dogal balik stoklarina yonelim ile balik stoklari
iizerinde olusan avcilik baskinin azaltilmasi, ucuz ve bol protein ihtiyacinin karsilanmasinda,
su lriinleri yetistiriciliginin 6nemi artmaktadir. Son yillarda balik yetistiriciligi sayesinde su
iirlinleri tiretiminde 6nemli oranda artis gériilmiistiir. Yetistiriciligi yapilacak tiirlerin gelisimini
hizlandirmak ve {riin kalitesini artirmak i¢in, yemin kalitesinde etkin rol oynayan katki
maddelerinin kullanimi giindeme gelmeye baslamistir. Bu 6nemli katki maddelerinden biri de
son yillarda biiylik 6nem kazanan, insan ve hayvan beslenmesi konusunda bir¢cok caligmada
kullanilan probiyotiklerdir. Probiyotikler, yetistiricilik alaninda sudaki patojenleri engelleyerek
su kalitesini iyilestirir. Boylece 0Ozellikle canli iiretimini arttirmak igin yetistiricilikte

kullanilmaktadirlar (Korkut vd., 2003: 555).

Balik yetistiriciliginde kullanilabilecek probiyotiklerin belirlenmesine yonelik
literatiirde ¢ok fazla ¢alismaya rastlanmamistir. Bu nedenle, bu tez ¢alismasinda, Van/ Karasu
deresinden yakalanan sazan baliklarinin bagirsagindan izole edilen bakteri orneklerinin
probiyotik olma potansiyelleri incelenmistir. Dort adet sazan baligindan diliisyon plaka
yontemiyle yapilan izolasyon sonucunda elde edilen izolatlarin, probiyotik o&zelliklerini
belirlenmek amaciyla pH, safra tuzu, lizozim, fenol, oto-agresyon, hidrofobiklik,
antimikrobiyal etkinlik, antioksidan etkinlik ve antibiyotik direnci gibi cesitli parametreler

calisilmistir.

Bu calismada, C1-3, C1-4, C2-1, C2-3, C2-4, C3-4, C4-2, C4-4, izolatlan1 yiiksek
hidrofobiklik ozellik gosterirken, C1-1, C2-2, C3-1, C4-1 izolatlar1, diisiik hidrofobiklik
ozelligi gostermistir. Literatiir ¢aligmalarina bakildiginda, Guluarte ve arkadaslarinin 2019
yilinda, deniz sediment 6rnekleri ile yaptiklari calismada, izole edilen Kluyveromyces lactis M3

maya susunun hiicre yiizeyi hidrofobisitesinin yliksek oldugunu rapor etmiglerdir.

Oto-agresyon testlerinde, C1-2, C1-4, C2-3, C4-1. izolatlar1 yiiksek oto-agresyon
yetenekleri nedeniyle bagirsak ylizeyine daha i1yi yapisabilme yetenegine sahip olduklari
belirlenmistir. C1-3, C2-2, C3-1, C3-2, C3-4, C4-3 izolatlari ise diisiik oto-agresyon yetenekleri
nedeniyle bagirsak ylizeyine daha az yapisabilme yetenegine sahip olduklart tespit
edilmistir.C2-1, C2-4, C3-3, C4-2 suslari ise, oto-agresyon yeteneklerinde biiyiik dalgalanmalar
yasadigr icin daha az Ongoriilebilir bir yapigsma yetenegine sahip olabilecekleri
ongoriilmektedirler. Pérez-Sanchez ve arkadaslari tarafindan 2011°de yapilan bir ¢aligmada

gokkusag1 alabaliginin (Oncorhynchus mykiss), bagirsaklarindan izole edilen Lactobacillus
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plantarum ve L. fermentum suslarinin oto-agregasyon yetenekleri incelenmistir. Inceleme
sonucunda, bu suslarin yiiksek oto-agregasyon kapasitelerine sahip oldugu ve bagirsaklarda
kolonizasyon potansiyelinin yiiksek oldugu belirtilmistir. Ramos ve arkadaslarinin (2013)
yaptig1 ¢alismada ise levrek (Dicentrarchus labrax) bagirsaklarindan izole edilen Enterococcus
faecium ve Lactobacillus rhamnosus suslarinin oto-agregasyon yetenekleri degerlendirilmistir.

Bu suslarin yiiksek oto-agregasyon yeteneklerine sahip oldugu tespit edilmistir.

Probiyotikler i¢in aciklanan sagligi gelistirici 6zellikler, ¢ogunlukla iyi bir yapisma ve
ardindan bagirsak yolunda kolonizasyon ile iliskilidir (Mohanty vd., 2019: 212). Balik safrasina
toleransi, karacigerden gelen safranin salgilandigi balik bagirsaginda gelisip, yasayabilmesi bir
probiyotik i¢in dnemli bir 6zelliktir (Balcazar vd., 2008: 190). Bu tez ¢alismasinda, izolatlar
genel olarak safraya tolerans gosterdigi belirlenmistir. C1 ve C3 izolatlarinin biitiin serileri tim
kosullarda ve saatlerde yogun lireme gostererek safra tuzuna karsi oldukga direncli oldugu ve
biiytimelerinin bu kosullardan etkilenmedigini belirlenmistir. C2-3 izolatinin 2. saat 0 safra tuzu
konsantrasyonundaki biiylime oran1 295, ancak 6. saat 0.3 safra tuzu konsantrasyonunda bu
oran 103'e digmiistiir. Bu, C2-3 izolati safra tuzuna karsit direncinin sinirli oldugunu
gostermektedir. Benzer sekilde, bir yiiksek lisans tez calismasi olarak japon baliklarindan
(Carassius auratus) izole edilen Cutaneotrichosporon jirovecii jpn0l ve Debaryomyces
nepalensis jpn02 maya suslarinin da safra tuzlarina karsi toleransh olduklart tespit edilmistir
(Giilsen, 2022: 9). Ghosh ve arkadaslar tarafindan 2017 yilinda nil tilapyas1 (Oreochromis
niloticus) tizerine yapilan ¢alismada, Pichia kudriavzevi ONF7.1C maya susunun, seyreltilmis
safra suyunda sirasiyla %12,5 ve %7,5'ini tolere ettigi tespit edilmistir (Ghosh vd., 2017:
153). Cetin ve Cirpici tarafindan 2023 yilinda yapilan bir ¢alismada, maya suslar farkli safra
konsantrasyonlarinda ve sicakliklarda test edilmistir. %0.3, %0.5 ve %1 konsantrasyonundaki
SDB besiyerinde 26 °C’de Pichia fermentans M6 ve Saccharomyces cerevisiae M20
izolatlarinin gelisme gostermedigi, Kluyveromyces marxianus M24 izolatinin ise %0.3 ve %0.5
safra iceren SDB besiyerinde gelisme gosterirken, %1 safra konsantrasyonunda gelisme
gostermedigi rapor edilmistir (Cetin & Cirpict, 2023: 1008). Yiizey deniz suyundan izole
edilen, Debaryomyces hansenii BCS004 maya susunun %10 safra konsantrasyonuna toleransli
oldugu saptanmistir (Reyes- Becerril vd., 2021: 2719). Ghosh ve arkadaslar1 tarafindan (2002)
yapilan ¢alismada, Hindistan'in Bat1 Bengal eyaletinden kiiltiir havuzlarinda yetisen nil tilapya
(Oreochromis niloticus) baliklarindan, elde edilen bakteri ONF1P ve maya susu ONF7.1C,
izolatlarinin her ikisinin de seyreltilmis safra suyuna karsi toleransli oldugu ve balik

bagirsaklarinda biiyiiyebildikleri rapor edilmistir.
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Bifidobakteriler i¢in en uygun, optimum biiylimenin gorildiigli pH deger aralig1 6.5-
7.0°dir. Ortam pH’sinin 4,5-5’ten diisiik ve 8-8,5’dan yiiksek oldugu kosullarda iiremeleri
azalmaktadir (Yasar & Kurdas;2009: 4).

Yapilan bir ¢alismada kalkan baligi’inda Enterococcus faecium CV1, E. faecium
LPP29, Lactobacillus curvatus subsp., curvatus BCS35, Lactococcus lactis subsp. cremoris
SMF110, Leuconostoc mesenteroides subsp. cremoris SMM®69, Pediococcus pentosaceus
SMM73, P. pentosaceus TPP3 ve Weissella cibaria P71 suslar1 izole edilmis ve laktik asit
stispansiyonlari, 6nceden pH 3.0 ve 6.8’e ayarlanmis ortama aktarilarak, 1.5 saat inkiibasyona
birakilmis ve inkiibasyon sonrasinda da canli sayimlar yapilmistir. Bu yapilan ¢alismanin
sonucunda tiim laktik asit bakterilerinin, 1.5 saat boyunca pH 3.0’a kadar hayatta kaldig1 ve
hayatta kalma seviyelerinin tim 6rneklerde %50°den daha yiiksek seviyede oldugu fakat E.
faecium CV1, E.faecium LPP29 suslarinda daha diisiik koloni sayilarmin elde edildigi
belirlenmistir. (Mufioz-Atienza vd., 2014: 3). Bu c¢alismada, genellikle izolatlar diisik pH
sartlarinda (pH: 2.5) iireme gostermezken, pH 6.5’da lireme gostermistir. Benzer sekilde,
gokkusagi alabaliklarinin bagirsaklarindan izole edilen Candida tiirlerine ait suslarinin diistik

pH sartlarina (pH: 2) yiiksek tolerans gosterdikleri belirlenmistir (Alves vd., 2020: 6).

Gokkusagr alabalig1 (Oncorhynchus mykiss) yetistiriciligi i¢in izole edilen laktik asit
bakterilerinin probiyotik 6zellikleri arastirildiginda, L . paracasei ¥2, W. Viridescens F10, L.
pentosus S14, S19 ve E. mundtii S21 suslarinin pH 2’de hayatta kaldiklari rapor edilmistir (Sica
vd., 2012: 875)

Antimikrobiyal etkinlik testinde, elde ettigimiz tiim izolatlar Micrococcus luteus NRRL
B-4375 bakterisinde zon agikliklari (6-16,6 mm aras1) gosterdigi goriilmiistiir. Diger 6rneklerde
ise C2-2 ve C4-4 izolatlarinin sirastyla 11 mm ve 19 mm zon agikliklarint Bacillus subtilis
RSKK 244 bakterisinde, C2-1 izolatinin ise Staphylococcus aureus ATCC 25923 bakterisinde
(11 mm) gosterdigi belirlenmistir. Zon olusumu meydana gelen bu bakterilerin Gram pozitif
bakteriler oldugu tespit edilmistir. Probiyotik 6zellik taramasinda kullanilan antimikrobiyal
etkinlik testinde, izolatlarin Gram pozitif bakterilere daha yiiksek etkinlik gosterdigi

belirlenmistir.

Atlantik somon baliklarindan (Salmo salar) izole edilen Carnobacterium sp. susunun
Aeromonas salmonicida'ya kars1 antimikrobiyal etkinligi test edilmistir. Carnobacterium sp.
suslar1, Aeromonas salmonicida'ya kars1 anlamli inhibisyon zonlar1 olusturdugu belirtilmistir

(Robertson vd., 2000: 236).
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Atlantik Somonu'nun (Salmo salar ) gastrointestinal kanalindan izole edilen laktik asit
bakterilerinin antimikrobiyal etkinligi kuyu difiizyon yontemi ile calisiimistir. izole edilen 20
laktik asit bakterisinin 3 tanesi en az 2 balik patojenine kars1 antagonistik aktivite gosterdigi
tespit edilmistir. Antagonistik 6zellik gésteren bu 3 izolatin Gram pozitif bakteriler oldugu rapor

edilmistir (Amin vd., 2017: 490)

Yapilan fenol tolerans testlerinde, izolatlarin %0.25 ve %0.50 konsantrasyonundaki
fenol stresinde C1-1 ve C2-3 izolatlar1 en yiiksek direnci gostermistir. C1-4, C2-1, C2-2, C3-1,
C3-2, C4-2 ve C4-3 izolatlarinin ise orta seviyeli bir direng gosterdigi goriilmiistiir. C1-2, C1-
3, C2-4, C3-3, C3-4, C4-1, C4-4 izolatlariin ise konsantrasyon arttik¢a tiremelerinin azaldig:

yani fenole karsi direng gostermedikleri goriilmiistiir.

Acharya ve Shah (2002) tarafindan yapilan ¢alismada 17 Bifidobacterium Xkiiltiiriiniin
%0,2-0,5 arasinda 4 farkli fenol konsantrasyonunda canliligi test edilmistir. Test edilen
kiiltiirlerin tamaminin %0,2 fenol varliginda gelisim gdsterirken konsantrasyon %0,5’e dogru
yiikseltildik¢e canliliginin azaldigi rapor edilmistir. Tabrizi tarafindan yapilan tez calismasinda
(2021), bozadan izole edilen Lb. plantarum HP1 susunun %0,4 fenol varliginda canliligini

korudugu ve insan bagirsaginda yasayabilecegi tespit edilmistir.

Calismada C3-3, C3-4 ve C4-3 izolatlar lizozime kars1 direng gostermistir. C2-4 izolati,
100, 200 ve 300 (ng/ml) konsantrasyonlarina karsi giderek direncini diigiirmiistiir.

Yayin baliklarina (Clarias macrocephalus), Acinetobacter KUO11TH susunun verilmesi
ile lizozim aktivitelerinin artti1 ve ayrica 4. hydrophila enfeksiyonuna kars1 mortalite oranini
diistiigli tespit edilmistir (Bunnoy vd., 2019: 613). Potansiyel probiyotik Pseudomonas
aeruginosa VSG-2 susunun tropikal tath su balig1 Labeo rohita'nin izerinde 60 gilin boyunca
denenmesi sonucunda, 30.glinde tedavi gruplarinda kontrol grubuna kiyasla serum lizozim
aktivitesinde hafif bir artis gozlendigi, 60.giinde ise 10°, 107 ve 10° cfu g! P. aeruginosa igeren
yem ile beslenen baliklarin serum lizozim aktiviteleri, kontrol diyetiyle beslenen baliklarin

aktivitelerinden 6nemli 6lciide yiikseldigi tespit edilmistir (Giri vd., 2012: 1137).
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Bu ¢alismada, sazan baligindan elde ettigimiz 6rneklere uyguladigimiz hemolitik
aktivite testinde, sadece C4-1 izolatinin koloni gevresi yesil renkte bir zon olusturarak, alfa
hemoliz ( a- hemoliz ) 6zellik géstermistir. Diger tiim izolatlar, (C1-1, C1-2, C1-3, C1-4, C2-
1, C2-2, C2-3, C2-4, C3-1, C3-2, C3-3, C3-4, C4-2, C4-3, C4-4) koloni etrafinda seffaf zon
olusum ile beta hemolitik (B- hemolitik) aktivite gostermistir. Cig balik 6rneklerinden izole
edilen Enterococcus faecium ve Enterococcus faecalis suslar ile yapilan ¢alismada, sardalye,
barbun ve hamsi kaynakli dort adet Enterococcus faecalis izolatinin B-hemolitik aktivite
gosterdigi tespit edilmistir (Karalioglu vd., 2019: 346). Nil Tilapyasi (Oreochromis niloticus)
bagirsagindan elde edilen Bacillus bakterilerinin probiyotik 6zellikleri arastirilmistir. Hemolitik
aktivitelerine bakildiginda, TPS3N, TPS17 suslarinin a- hemoliz, TPS4 susunun y- hemoliz
oldugu tespit edilmistir (Kuebutornye vd., 2020: 417).

Calismamizda, elde edilen izolatlar yiiksek antioksidan 6zellik gostermislerdir. En
yiiksek aktiviteyi %98,08 ile C2-4 izolat1 gosterirken, en diisiik antioksidan 6zellik ise %67,22
ile C1-4 izolat1 gostermistir. Cipura baliginin (Sparus aurata) bagirsaklarindan izole edilen
Lactobacillus rhamnosus suslarinin %70'e kadar antioksidan 6zellik gosterdigi rapor edilmistir
(Dimitroglou vd., 201: 3). Lactobacillus cinsi bakterilerin antioksidan aktiviteleri lizerine
calisildiginda, en yliksek aktivite %81,9 ile L. brevis KIR12 ve %78,5 ile L. casei EMP2
suslarinda gorilmiistiir. L. delbrueckii ssp. bulgaricus 15L susunun c¢aligsmasi yapilan diger
suslara kiyasla DPPH giderim aktivitesinin %56,3 ile en diisiik oldugu tespit edilmistir (Ural ve
Yiiksekdag, 2020: 17).

Antimikrobiyal disk difiizyon yonteminde, Ampicillin, bacitracin ve carbenicillin
antibiyotiklerine kars1 hicbir izolat zon olusturmamaistir. Chloramphenicol antibiyotigine karsi
sadece C1-3, C3-2 ve C3-4 (13 mm, 8§ mm, 26 mm) izolatlar1 diren¢ gostermistir. C1-2, C1-4,
C2-4 ve C4-4 izolatlar ise eritromycin antibiyotigine kars1 diren¢ (6 mm, 17 mm, 11 mm, 18
mm) gostermiglerdir. Neomycin, streptomycin ve ofloxaci (5,10) antibiyotiklerine kars1 ise tiim
izolatlarin diren¢ gdsterdigi goriilmiistiir. Literatiirde, test edilen ¢ig baliklardan izole edilen E.
faecalis ve E. faecium izolatlarinda, streptomisin, eritromisin, gentamisin, tetrasiklin,
vankomisin ve kloramfenikol antibiyotikleri test edilmistir. Bu antibiyotiklere karsi orta
ve/veya yliksek diizeyde direng tespit edilmistir. Ayrica izolatlarda ¢oklu antibiyotik direnci de
olduguda rapor edilmistir (Karalioglu vd., 2019: 346). Ben Said ve arkadaslarinin 2017 de
yaptig1 calismada, Tunus bolgesinden elde edilen, balik ve kabuklu deniz iiriinlerinden izole

edilen enterococlarin baz1 suslarinin streptomisin, tetrasiklin, eritromisin, siprofloksasin,
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gentamisin ve kloramfenikol gibi antibiyotiklere direng gosterdigi, ayrica bazi suslarin ¢oklu

antibiyotik diren¢ 6zelligine sahip oldugu rapor edilmistir.

Yine sazan baliklarinda yapilan bir g¢alismada, sazan baliklarindan izole edilen
Lactobacillus fermentum, Pediococcus pentosaceus ve Lactobacillus paracasei probiyotik
bakterilerinin L. Garvieae patojeni lizerinde yapilan uygulamalarda, bu probiyotik suslarinin
tyilestirici bir etkisinin olmadig1 ancak yeme karistirildiklar1 zaman, baliklarin L. garvieae’e

kars1 direnglerini onemli diizeyde arttirdig1 rapor edilmistir (Tekebayeva vd., 2021: 3).

Literatiirde, probiyotiklerin yemlere entegre edilerek beslenmede kullanimlari
sonucunda elde edilen veriler yer almaktadir. Gokkusagi1 alabaliklarinda L. rhamnosus JCM
1136 susunun yem katki maddesi olarak kullaniminin immiin sistem ve bagirsak florasi
iizerindeki etkisine bakildig1 ¢alismada, canli formdaki L. rhamnosus JCM 1136 susu 10° ve
10! kob/g olacak sekilde ticari yemlere ilave edilmis ve 30 giin boyunca baliklarin beslenmesi
bu yemlerle gergeklestirilmistir. Yemlenmenin gerceklestirildigi 30 giin boyunca balik
bagirsaklarinda probiyotik bakteri oraninin artig gosterdigi ve probiyotik uygulanan gruplarda
serum lizozim, komplement aktivitesi ve 16kositlerin fagositik aktivitesinin kontrol grubuna

kiyasla onemli diizeyde yiiksek oldugu tespit edilmistir (Panigrahi, vd., 2004:385).

Bacillus subtilis’in Cyprinidae familyasindan olan Labeo rohita’da potansiyel
probiyotik olarak degerlendirildigi bir calismada, baliklar 2 hafta boyunca 3 farkh
konsantrasyonda (0,5x107 kob/g yem, 1,0x107 kob/g yem ve 1,5x10” kob/g yem) B. subtilis
iceren yemlerle beslenmistir. B. subtilis iceren yemle beslenen deneme gruplarindaki oransal
agirlik artisinin daha ytiksek (%35,55) oldugu bildirilmistir. Yagama oranlarina bakildiklarinda,
kontrol grubuyla (%18,75) yapilan Kkarsilastirmalarda, probiyotik uygulanan deneme
gruplarinda (T2, %68,75; T3, %81,25 ve T4, %87,50) 6nemli oranda daha yliksek sonuglar
rapor edilmistir (Kumar, vd., 2006: 1217).

Yayin balig1 (Siluris glanis) ile yapilan bir calismada ise, baliklara 2 x 10® kob/g olacak
sekilde E. faecium ilave edilen yemler ile 58 giin boyunca beslenme yapilmistir, biiyiime
parametreleri acisindan kontrol grubu ile karsilastirildiginda probiyotik ilave edilen yemlerin

daha 1yi sonug verdigi rapor edilmistir (Bogut, vd., 2000: 109).

Atlantik somonlariin (Sal/mo salar) bagirsaklarindan izole edilen Carnobacterium sp.
probiyotik susunun 5x107 kob/g oraninda yeme ilavesinin, salmonid’lerin yumurtadan yeni

cikmis yavrularinda ve bu yavrularin biiyiime evrelerinde (fingerlingler) denenmesinde, A.
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salmonicida, Vibrio ordalli ve Yersinia ruckeri patojenlerinin neden oldugu enfeksiyonlarin

kontroliinde etkili oldugu tespit edilmistir (Robertson vd., 2000: 238).

Sazan baliklarindan elde edilip probiyotik 6zellikleri test edilen bu izolatlarin balik
yetistiriciliginde kullanimi1 oldukc¢a Onemlidir. Probiyotikler, baliklarin sindirim sisteminde
yararli mikroorganizmalar olarak gorev alir. Patojenik mikroorganizmalarin barinmasi ve
biiytimesini engelleyerek baliklarin genel sagligini iyilestirir ve enfeksiyonel hastaliklara karsi
korur. Bagirsak sagligint destekleyerek sindirim sistemini diizenlerler. Yemlerden elde edilen
verimi artirarak besin maddelerini daha verimli sekilde kullanimlarina da yardimci olur.
Probiyotik bakteriler, baliklarin yasadigi su ortaminda besin maddelerini pargalayarak ve

atiklar sindirerek su kalitesini artirabilir.

Sazan baliklarindan elde edilen probiyotik bakteriler, benzer faydalar1 saglamak tizere
diger balik tiirlerinde de kullanilabilir. Ancak, her balik tiiriiniin farkli bir sindirim sistemi ve
su kosullar1 oldugu i¢in probiyotiklerin etkinligi tiirden tiire degisiklik gosterebilir. Dolayisiyla,
diger balik tiirlerinde kullanilacak probiyotiklerin etkili olup olmadiginit belirlemek i¢in tiir

bazinda 6zel aragtirmalar ve testler yapilmasi gerekir.

Tez ¢aligma sonugclar1 genel olarak degerlendirildiginde, C1-1, C1-4, C4-1, C4-3 ve C4-
4 izolatlarinin, probiyotik Ozelliklerinin belirlenmesi icin yapilan testlerde etkin sonuglar

verdigi belirlenmistir.

C1-1 izolatinda pH:2.5’te lireme gostermesi ve fenol direncinin yiiksek olmasi bu
izolatin secilmesinde etkili olmustur. C1-4 izolatinin pH:2.5 ve 6.5’ te yogun iireme gdstermesi
bu izolatin mide ortamindan canli olarak bagirsaga ge¢isini saglayabildigini gostermistir. Oto-
agresyon ve hiicreyi yiizeyi hidrofobiklik yiizdeleri de yiiksek ¢ikarak bagirsak yiizeyine
tutunma konusunda da yetenekleri oldugu goriilmiistiir. C4-1 izolat1 hemolitik aktivite testinde
diger test edilen izolatlardan farkli olarak yesil zon agiklig1 gdstermis ve alfa hemoliz sonucunu
vermistir ayrica lizozime kars1 direncte gostermistir. Bu sonug bu izolatin se¢ilmesinde etkili
olmustur. C4-3 izolatinin safra toleransina yiiksek direnci, antioksidan yiizdesinin yiiksekligi,
C4-4 izolatinin ise yliksek hiicre yiizeyi hidrofobikligi, zamana bagli olarak pH:’.5 ve 6.5te

lireme yogunlugunun artmasi, safraya yiiksek toleransi, secilmesinde etkili olmustur.

Segilen izolatlarin genetik karakterizasyonunun yapilmasi 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
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daha iyi ortaya koyacaktir. Elde edilen sonuglar dogrultusunda yeni bir calisma hazirlanarak bu

izolatlarin karisiminin balik beslenmesine etkilerinin belirlenmesi hedeflenmektedir.
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